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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】希少循環細胞における複数のシグナル伝達分子
の活性状態及び／又は総量を検出するための抗体に基づ
くアレイ、及び癌の予後診断及び診断、及び個々の標的
化された治療の設計を促進するための、アレイの使用方
法を提供する。
【解決手段】多重で、ハイスループットな免疫分析を行
うための分析方法であって、多数の捕捉された分析物を
形成するために、細胞抽出物を、前記細胞抽出物中の１
以上の分析物に特異的な、多数の希釈系列の捕捉抗体と
インキュベートする工程、多数の検出可能な捕捉された
分析物を形成するために、前記多数の捕捉された分析物
を、前記対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュ
ベートする工程、増幅されたシグナルを生成するために
、前記多数の検出可能な捕捉された分析物を前記シグナ
ル増幅対の第二の構成因子とインキュベートする工程、
を含む。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　優れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスループットな免疫分析を行うため
の分析方法であって、
　前記方法は、
　（ａ）多数の捕捉された分析物を形成するために、細胞抽出物を、前記細胞抽出物中の
１以上の分析物に特異的な、多数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする工程であっ
て、
　前記捕捉抗体が、固相担体に拘束されている、工程；
　（ｂ）多数の検出可能な捕捉された分析物を形成するために、前記多数の捕捉された分
析物を、前記対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベートする工程であって、
　前記検出抗体は、
　　（１）グルコースオキシダーゼで標識された多数の活性状態非依存抗体、及び
　　（２）シグナル増幅対の第一の構成因子で標識された多数の活性状態依存抗体、
を含み、
　前記グルコースオキシダーゼが、前記シグナル増幅対の第一の構成因子に方向付けられ
且つ前記第一の構成因子と反応する、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）を生成する、工程；
　（ｃ）増幅されたシグナルを生成するために、前記多数の検出可能な捕捉された分析物
を前記シグナル増幅対の第二の構成因子とインキュベートする工程；及び
　（ｄ）前記シグナル増幅対の前記第一及び第二の構成因子から生じた前記増幅されたシ
グナルを検出する工程、
を含む、分析方法。
【請求項２】
　前記細胞抽出物が、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む、請求項１に記載の分析方法。
【請求項３】
　前記細胞が免疫磁気分離法によって患者試料から単離される、請求項２に記載の分析方
法。
【請求項４】
　前記患者試料が、全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、乳頭吸引液、リンパ
液、唾液、細針吸引物、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項３に
記載の分析方法。
【請求項５】
　前記単離された細胞が、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞、
及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項３に記載の分析方法。
【請求項６】
　前記単離された細胞が、ｉ）インビトロにおいて増殖因子で刺激されるか、ｉｉ）増殖
因子の刺激の前に、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、免疫抑制剤、及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択される抗癌剤とインキュベートされるか、ｉｉｉ）
前記細胞抽出物を作製するために、増殖因子の刺激の後に、溶解される、請求項３に記載
の分析方法。
【請求項７】
　前記１以上の分析物が、多数のシグナル伝達分子を含む、請求項１に記載の分析方法。
【請求項８】
　前記固相担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜
、繊維束、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１に記載の分析方
法。
【請求項９】
　前記活性状態非依存抗体がさらに、検出可能な部分を含み、前記検出可能な部分が、フ
ルオロフォアである、請求項１に記載の分析方法。
【請求項１０】
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　前記検出可能な部分の量が、１以上の前記分析物の量と相関関係にある、請求項９に記
載の分析方法。
【請求項１１】
　前記活性状態依存抗体が、グルコースオキシダーゼで直接標識される、請求項１に記載
の分析方法。
【請求項１２】
　前記活性状態非依存抗体が、前記活性状態非依存抗体に共役されたオリゴヌクレオチド
とグルコースオキシダーゼに共役された相補オリゴヌクレオチドとの間のハイブリダイゼ
ーションを介してグルコースオキシダーゼで標識される、請求項１に記載の分析方法。
【請求項１３】
　前記活性状態依存抗体が、前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子で直接標識される
、請求項１に記載の分析方法。
【請求項１４】
　前記活性状態依存抗体が、結合対の第一の構成因子と前記結合対の第二の構成因子との
間の結合を介して前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子で標識されており、結合対の
前記第一の構成因子が、前記活性状態依存抗体に共役されたビオチンであり、前記結合対
の第二の構成因子が、前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子に共役されたストレプト
アビジンである、請求項１に記載の分析方法。
【請求項１５】
　前記ペルオキシダーゼが西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、請求項１に記
載の分析方法。
【請求項１６】
　前記シグナル増幅対の前記第二の構成因子がチラミド試薬であり、前記チラミド試薬が
ビオチン－チラミドである、請求項１４に記載の分析方法。
【請求項１７】
　前記増幅されたシグナルが、活性型チラミドを生産するための前記ビオチン－チラミド
のペルオキシダーゼ酸化によって生成される、請求項１６に記載の分析方法。
【請求項１８】
　前記活性型チラミドが直接検出される、請求項１７に記載の分析方法。
【請求項１９】
　前記活性型チラミドが、シグナル検出試薬の添加で検出され、前記シグナル検出試薬が
、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、請求項１７に記載の分析方法。
【請求項２０】
前記シグナル検出試薬が、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬の組み
合わせであり、前記発色試薬が、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ
）である、請求項１９に記載の分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
本出願は、２００６年９月２１日に出願され、米国仮出願第号に変更された、米国出願第
１１／５２５，５９８号、２００７年４月２０日に出願された米国仮出願第６０／９１３
，０８７号の優先権を主張し、それらの開示は、すべての目的のため、その全体が参照に
より本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
腫瘍細胞は、様々な初期癌の患者の血液中に「微小転移（ｍｉｃｒｏｍｅｔａｓｔａｓｅ
ｓ）」（播種性腫瘍細胞）として認められる。そして、腫瘍細胞は転移性癌においても認
められる。血中の腫瘍細胞の数は、腫瘍の病期と種類に依存する。腫瘍は、極端に異質で
ある。結果として、単一の部位からの生検は、ある腫瘍集団における異質性を示さないか
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もしれない。生検は、典型的には、原発巣で取得される；しかしながら、ほとんどの転移
性腫瘍は、生検が行われないため、腫瘍試料の分子的解析をより困難にしている。
【０００３】
腫瘍の転移の間、最も攻撃性のある腫瘍細胞が、原発巣を離れ、血液やリンパ系を通って
、離れた部位に達する。このように、血液からの循環腫瘍細胞は、最も攻撃的で同質な腫
瘍細胞集団を示す。血中の転移性腫瘍細胞の数は、血液１ｍｌあたり、１つから数千個の
細胞まで様々であり得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
従って、診断及び治療の目的のため、これらの細胞を検出する、特異的で感度の高い方法
が必要とされている。本発明は、この必要性を満たし、さらに、関連する有利な点も提供
する。
【０００５】
本発明は、希少循環細胞における複数のシグナル伝達分子の活性状態及び／又は総量を検
出するための抗体に基づくアレイとその使用方法を提供する。この抗体に基づくアレイは
、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）に伴う特異性、シグナル増幅に伴う感度、及びマイ
クロアレイに伴うハイスループットの多重化の利点を有する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
１つの態様では、本発明は、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の測定物質に特異的な
複数の希釈系列の捕捉抗体を含む優れたダイナミックレンジを有するアレイを提供する。
前記捕捉抗体は、固相担体上に拘束されている。
【０００７】
他の態様では、本発明は、優れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスループッ
トの免疫分析を行うための方法を提供し、この方法は、以下の工程を備える：
（ａ）複数の捕捉された分析物を形成するために、細胞抽出物を、細胞抽出物中の１つ又
はそれ以上の分析物に特異的な、複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする工程で
あって、前記捕捉抗体が固相担体に拘束されていることを特徴とする工程；
（ｂ）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成するため、複数の捕捉された分析物を、
対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベートする工程；
（ｃ）増幅されたシグナルを生成するために、複数の検出可能な捕捉された分析物を、シ
グナル増幅対の第一及び第二の構成因子とインキュベートする工程；及び
（ｄ）シグナル増幅対の第一及び第二の構成因子から生成された増幅シグナルを検出する
工程。
【０００８】
さらに他の態様では、本発明は、優れたダイナミックレンジを有する多重、ハイスループ
ットの免疫分析を行うための方法を提供し、この方法は、以下の工程を備える：
（ａ）複数の捕捉された分析物を形成するため、細胞抽出物を、細胞抽出物中の１つ又は
それ以上の分析物に特異的な、複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする工程であ
って、前記捕捉抗体が固相担体に拘束されていることを特徴とする工程；
（ｂ）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成するため、複数の捕捉された分析物を、
それに対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベートする工程であって、
前記検出抗体は：
（１）促進部分で標識された複数の活性状態非依存抗体、と
（２）シグナル増幅対の第一の構成因子で標識された複数の活性状態依存抗体と、を備え
、
前記促進部分は、シグナル増幅対の第一の構成因子に向けられ且つそれと反応する酸化剤
を生成する、
ことを特徴とする工程；
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（ｃ）増幅シグナルを生成するために、複数の検出可能な捕捉された分析物を、シグナル
増幅対の第二の構成因子とインキュベートする構成；及び
（ｄ）シグナル増幅対の第一及び第二の構成因子から生成された増幅シグナルを検出する
工程。
【０００９】
本発明はまた、上記の抗体に基づくアレイ法を行うためのキットを提供し、本キットは、
以下の構成を備える：（ａ）固相担体に拘束された複数の希釈系列の捕捉抗体；及び（ｂ
）複数の検出抗体。このキットはさらに、任意に、例えばシグナル増幅対の第一及び第二
の構成因子のような他の試薬を備えてもよい。
【００１０】
本発明の他の目的、特徴、利点は、下記の詳細な説明及び図より、当該分野の当業者には
明確である。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】活性型分析物に特異的に結合した３つの抗体を示す図である。
【図２】活性型分析物に特異的に結合した標識抗体が固相担体に拘束される分析スキーム
を示す図である。
【図３】ＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体及び検出抗体として、ＥＧＦＲの細胞外ドメイン
へのモノクローナル抗体を用いてＡ４３１細胞中の総ＥＧＦＲの検出を示す図である。（
Ａ）は、サンドイッチＥＬＩＳＡの標準曲線を示す。その感度は、ヒトＥＧＦＲの組み換
え細胞外ドメインを用いた場合、０．２５ｐｇ／穴であった。（Ｂ）は、細胞滴定曲線を
示す。Ａ４３１細胞中のＥＧＦＲ濃度をＥＬＩＳＡによって検出した。（Ｃ）は、ｐｇ／
穴及びｐｇ／細胞で計算されたＥＧＦＲ濃度の表である。計算されたＥＧＦＲ濃度は、各
Ａ４３１細胞あたり約０．６ｐｇであった。
【図４】ＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体としてＥＧＦＲの細胞外ドメインに対するモノク
ローナル抗体を、及び、検出抗体としてリン酸化ＥＧＦＲに対するビオチン標識モノクロ
ーナル抗体を用いた、Ａ４３１細胞中のリン酸化ＥＧＦＲの検出を示す図である。（Ａ）
は、捕捉抗体の希釈系列での細胞滴定曲線を示す。（Ｂ）は、細胞とバックグラウンド間
のシグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）比の表を示す。捕捉抗体濃度が０．０６２５μｇ／ｍｌで
あるときに、そのシグナル／ノイズ比は一細胞レベルで１．７８であった。
【図５】ＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒＢｂ２の細胞外ドメイン
に対するモノクローナル抗体を用いた、ＳＫＢｒ３細胞中の総ＥｒｂＢ２の検出を示す図
である。（Ａ）は、ＳＫＢｒ３細胞中の総ＥｒＢｂ２の細胞滴定を示す。検出範囲は、約
１０００細胞と約１．３７細胞との間であった。（Ｂ）は、細胞とバックグラウンド間の
シグナル／ノイズ比を示す。捕捉抗体濃度が１μｇ／ｍｌであるときに、シグナル／ノイ
ズ比は、１．３７細胞レベルで２．７１であった。
【図６】ＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体としてＥｒｂＢ２の細胞外ドメインに対するモノ
クローナル抗体を、検出抗体としてリン酸化ＥｒｂＢ２に対するモノクローナル抗体を用
いた、ＳＫＢｒ３細胞中のリン酸化ＥｒＢｂ２の検出を示す図である。（Ａ）は、ＳＫＢ
ｒ３細胞中のリン酸化ＥｒＢｂ２の細胞滴定を示す。検出範囲は、約５００細胞と約５細
胞との間であった。（Ｂ）は、細胞とバックグラウンド間のシグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）
比の表である。捕捉抗体濃度が１μｇ／ｍｌであるときに、シグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）
比は５細胞レベルで３．０３であった。
【図７】ＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒｋ２に対するモノクロー
ナル抗体を用いた、ＳＫＢｒ３細胞中の総Ｅｒｋ２タンパク質及びリン酸化Ｅｒｋ２タン
パク質の検出を示す図である。（Ａ）は、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒｋ２に対する
モノクローナル抗体を用いた総Ｅｒｋ２タンパク質の検出を示す。（Ｂ）は、捕捉抗体と
してＥｒｋ２に対するモノクローナル抗体を、検出抗体としてリン酸化Ｅｒｋ２に対する
モノクローナル抗体を用いたリン酸化Ｅｒｋ２の検出を示す。（Ｃ）は、細胞とバックグ
ラウンド間のシグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）比の表である。総Ｅｒｋ２及びリン酸化Ｅｒｋ
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２の両方に対するシグナル／ノイズ比は、１．３７細胞レベルで約３であった。
【図８】マイクロアレイＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体及び検出抗体としてＥＧＦＲの細
胞外ドメインに対するモノクローナル抗体を用いた、Ａ４３１細胞中の総ＥＧＦＲの検出
を示す図である。（Ａ）は、細胞数に基づく捕捉抗体希釈曲線を示す。このマイクロアレ
イＥＬＩＳＡは、希釈系列での様々な濃度の捕捉抗体で約１～１００００細胞中のＥＧＦ
Ｒを検出する幅広いダイナミックレンジを有した。（Ｂ）は、捕捉抗体濃度の希釈系列に
基づく細胞滴定曲線であり、ＥＧＦＲが一細胞（図中の矢印）から検出され得ることを示
した。（Ｃ）は、希釈系列における様々な捕捉抗体の濃度での細胞とバックグラウンド間
のシグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）比の表である。捕捉抗体濃度が０．０６２５ｍｇ／ｍｌ（
図中の矢印）であるときに、シグナル／ノイズ比は、１細胞レベルで２．１１であった。
【図９】マイクロアレイＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体としてＥＧＦＲの細胞外ドメイン
に対するモノクローナル抗体を、検出抗体としてリン酸化ＥＧＦＲに対するモノクローナ
ル抗体を用いた、Ａ４３１細胞中のリン酸化ＥＧＦＲの検出を示す図である。（Ａ）は、
細胞数に基づく捕捉抗体希釈曲線を示す。このマイクロアレイＥＬＩＳＡは、希釈系列に
おける様々な濃度の捕捉抗体での約１－１００００細胞中のリン酸化ＥＧＦＲを検出する
幅広いダイナミックレンジを有した。（Ｂ）は、捕捉抗体濃度の希釈系列に基づく細胞滴
定曲線であり、リン酸化ＥＧＦＲが一細胞から検出され得ることを示した。（Ｃ）は、希
釈系列における様々な捕捉抗体の濃度での細胞とバックグラウンド間のシグナル／ノイズ
（Ｓ／Ｎ）比の表である。捕捉抗体濃度が０．１２５ｍｇ／ｍｌ（図中の矢印）であると
きに、シグナル／ノイズ比は一細胞レベルで１．３３であった。
【図１０】マイクロアレイＥＬＩＳＡにおいて、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒＢｂ２
の細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体を用いた、ＳＫＢｒ３細胞中の総ＥｒＢｂ
２の検出を示す図である。（Ａ）は、細胞数に基づく捕捉抗体希釈曲線を示す。このマイ
クロアレイＥＬＩＳＡは、希釈系列における様々な濃度の捕捉抗体で約１～１００００細
胞中のＥｒＢｂ２を検出する幅広いダイナミックレンジを有した。（Ｂ）は、捕捉抗体濃
度の希釈系列に基づく細胞滴定曲線であり、ＥｒＢｂ２が１細胞（図中の矢印）から検出
され得ることを示した。（Ｃ）は、希釈系列における様々な捕捉抗体の濃度での細胞とバ
ックグラウンド間のシグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）比の表である。捕捉抗体濃度が０．１２
５ｍｇ／ｍｌ（図中の矢印）である時に、シグナル／ノイズ比は１細胞レベルで１５．２
７であった。
【図１１】マイクロアレイＥＬＩＳＡにおいて捕捉抗体としてＥｒＢｂ２の細胞外ドメイ
ンに対するモノクローナル抗体を、検出抗体としてリン酸化ＥｒＢｂ２に対するモノクロ
ーナル抗体を用いた、ＳＫＢｒ３細胞中のリン酸化ＥｒＢｂ２の検出を示す図である。（
Ａ）は、細胞数に基づく捕捉抗体希釈曲線を示す。このマイクロアレイＥＬＩＳＡは、希
釈系列における様々な濃度の捕捉抗体で約１～１００００細胞中のＥｒＢｂ２を検出する
幅広いダイナミックレンジを有した。（Ｂ）は、捕捉抗体濃度の希釈系列に基づく細胞滴
定曲線であり、リン酸化ＥｒＢｂ２が１細胞（図中の矢印）から検出され得ることを示し
た。（Ｃ）は、希釈系列における様々な捕捉抗体の濃度での細胞とバックグラウンド間の
シグナル／ノイズ（Ｓ／Ｎ）比の表である。捕捉抗体濃度が０．１２５ｍｇ／ｍｌ（図中
の矢印）であるときに、シグナル／ノイズ比は１細胞レベルで５．４５であった。
【図１２】近接二重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡと単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ
との感度の比較を示す図である。Ａ４３１細胞は、１００００から０．０１細胞まで希釈
された。捕捉抗体は、１ｍｇ／ｍ１から０．００４ｍｇ／ｍｌまで連続的に希釈された。
【図１３】単一検出抗体のマイクロアレイＥＬＩＳＡと近接二重検出マイクロアレイＥＬ
ＩＳＡの分析特異性を示す図である。（Ａ）は、単一検出の形式における様々な捕捉抗体
濃度でのＡ４３１細胞中のリン酸化ＥＧＦＲの滴定曲線を示す。この形式では単一の検出
抗体の特異性の欠如のため、非常に高いバックグラウンドが観察された。（Ｂ）は、近接
二重検出の形式における様々な捕捉抗体の濃度でのＡ４３１細胞中のリン酸化ＥＧＦＲの
滴定曲線を示す。この形式では、２つの検出抗体間の近接度を検出することによって得ら
れる特異性が増加するため、非常に低いバックグラウンドしか検出されなかった。
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【図１４】複数のシグナル伝達分子の活性状態を決定するために捕捉抗体の希釈系列を用
いたアドレス可能なマイクロアレイの形式の実施例を示す図である。
【図１５】活性化されたＡ４３１細胞の滴定分析におけるリン酸化Ｓｈｃレベルの検出を
示す図である。アドレス可能なアレイは、ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２リン酸化に関する情報を
同時に提供した。
【図１６】抗ＥＧＦＲ捕捉抗体の希釈曲線を示す図である。この分析のダイナミックレン
ジは、５対数（５ｌｏｇｓ）よりも大きかった。個々の曲線それぞれは、約２対数（２ｌ
ｏｇｓ）のダイナミックレンジを有するが、６つの有益な曲線からの情報を組み合わせる
と、そのダイナミックレンジが非常に増加した。
【図１７】本発明のオリゴヌクレオチド共役のための品質管理手順を示す。（Ａ）は、様
々なＧＯ－オリゴヌクレオチド画分のマイクロアレイのスポッティングパターンを示す。
（Ｂ）は、Ａｌｅｘａ６４７－オリゴヌクレオチド共役抗体が、画分１３～１５でＧＯ－
オリゴヌクレオチドに対する最も高い結合親和性を有したことを示す。
【図１８】グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）－オリゴヌクレオチドに共役したＡｌｅｘａ
６４７－オリゴヌクレオチド共役抗－ＥＧＦＲ抗体、ＨＲＰ共役抗－リン酸化ＥＧＦＲ抗
体、及び固相担体に固着したＥＧＦＲ捕捉抗体からなる多重リン酸化ＥＧＦＲ複合体の形
成を示す図である。
【図１９】総ＥＧＦＲ及びリン酸化ＥＧＦＲの同時検出を示す図である。（Ａ）は、１０
０００細胞中に存在する総ＥＧＦＲがＡｌｅｘａ６４７－オリゴヌクレオチド共役抗－Ｅ
ＧＦＲ抗体から生じるＡｌｅｘａ６４７シグナルによって検出されたことを示す。ＥＧＦ
Ｒのリン酸化の割合は、チラミドを介して増幅されたＡｌｅｘａ５５５シグナルを観察す
ることによって検出された。（Ｂ）は、総ＥＧＦＲ（ｔ－ＥＧＦＲ）は、わずか１０細胞
から直接結合分析によって検出され、リン酸化ＥＧＦＲ（ｐ－ＥＧＦＲ）は１細胞から検
出されたことを示す。１０ｅ５のｐ－ＥＧＦＲ分子が近接シグナル増幅法で検出された。
ｐ－ＥＧＦＲの検出限界は、近接分析の形式を用いることによって１００倍以上増加した
。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
（Ｉ．導入）
本発明は、抗体に基づくアレイ分析システムを用いた希少循環細胞における複数のシグナ
ル伝達分子の活性状態及び／又は総量を検出するための方法を提供する。ある実施形態で
は、本発明の多重で、ハイスループットの免疫分析は、単一の細胞レベルでの固形腫瘍の
循環細胞における１つ又はそれ以上のシグナル伝達分子の活性状態を検出することができ
る。実際に、ＥＧＦＲのようなシグナル伝達分子は、約１００ｚｍｏｌの感度と約１００
ｚｍｏｌから約１００fｍｏｌまでの直線性のダイナミックレンジで検出され得る。この
ように、希少循環細胞における複数のシグナル伝達物質の活性状態の単一細胞での検出は
、個別の標的治療法の設計と同様に、癌の予後診断及び診断を促進する。
【００１３】
希少循環細胞は、固形腫瘍から転移あるいは微小転移した固形腫瘍の循環細胞を含む。循
環腫瘍細胞、癌幹細胞、及び循環内皮前駆細胞、循環内皮細胞、循環血管新生促進骨髄性
細胞及び循環樹状細胞のような腫瘍へ移動している細胞（例えば、化学誘引のため）は、
固形腫瘍の循環細胞の例である。
【００１４】
対象となるシグナル伝達分子は、典型的に、循環細胞がｉｎｓｉｔｕの活性状態を保つよ
うに、単離された直後に、好ましくは２４，６，又は１時間以内に、より好ましくは３０
，１５，又は５分以内に抽出される。単離された細胞はまた、シグナル伝達分子の活性を
復活させる、又は活性化するために、１つ又はそれ以上の増殖因子と、通常ｎｍｏｌから
μｍｏｌの濃度で、１～３０分間インキュベートされてもよい（Ｉｒｉｓｈら、Ｃｅｌｌ
，１１８：２１７－２２８（２００４）を参照）。
【００１５】
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本明細書でより詳細に説明するように、個々の患者に対する可能な抗癌治療を評価するた
め、単離された細胞は、１つ又はそれ以上の抗癌剤と様々な用量でインキュベートされ得
る。増殖因子の活性化は、その後、数分間（例えば、約１～５分間）又は数時間（例えば
、約１～６時間）実施され得る。抗癌剤の有無におけるシグナル伝達経路の異なる活性化
は、個々の患者各々に対する適量で適切な癌治療の選択の助けとなり得る。循環細胞はま
た、治療における変化があるか否かを決定するために、抗癌剤治療中の患者試料から単離
され、そして１つ又はそれ以上の増殖因子で活性化され得る。そのように、本発明の方法
は、有利に、臨床医が全ての患者に対し、正しい期間、正しい用量で正しい抗癌剤を提供
することを支援する。
【００１６】
（ＩＩ．定義）
本明細書において、他に規定されない限り、次の用語は以下に定義される意味を有する。
【００１７】
「癌（ｃａｎｃｅｒ）」という用語は、異常な細胞の制御されない増殖によって特徴づけ
られる疾病分類のあらゆるものを含むことを意図されている。この用語は、悪性、良性、
軟部組織、あるいは固形として特徴づけられるか否かによらず、全ての既知の癌及び腫瘍
性の状態、及び転移前及び転移後の癌を含む全ての病期と悪性度の癌を含む。癌の異なる
種類の具体例は、これに限定されないが、肺癌（例えば、非小細胞肺癌）；結腸直腸癌、
消化管間質腫瘍、消化管カルチノイド癌、結腸癌、直腸癌、肛門癌、胆管癌、小腸癌、及
び胃癌のような消化器及び消化管癌；食道癌；胆嚢癌；肝臓癌；膵臓癌；虫垂癌；乳癌；
卵巣癌；腎臓癌（例えば、腎細胞癌）；中枢神経系の癌；皮膚癌；リンパ腫；絨毛腫；頭
部及び頸部癌；骨肉腫；及び血液癌を含む。本明細書において、「腫瘍（ｔｕｍｏｒ）」
は１つ又はそれ以上の癌性細胞を含む。
【００１８】
「分析物（ａｎａｌｙｔｅ）」は、存在、量、及び／又はその正体が決定される、対象と
なるあらゆる分子、典型的にはポリペプチドのような巨大分子を含む。ある例では、分析
物は、固形腫瘍の循環細胞の細胞構成成分であり、好ましくはシグナル伝達分子である。
【００１９】
本明細書において、「希釈系列（ｄｉｌｕｔｉｏｎｓｅｒｉｅｓ）」という用語は、特定
の試料（例えば、細胞溶解物）あるいは試薬（例えば、抗体）の一連の降順の濃度を含む
ことを意図されている。希釈系列は、典型的に、開始濃度の試料あるいは試薬の測定した
量を、より低濃度の試料あるいは試薬を作るために、希釈剤（例えば、希釈用緩衝液）と
混合する工程と、所望の数の連続的な希釈系列を得るのに十分な回数、その工程を繰り返
すことによって生成される。試料あるいは試薬は、少なくとも２，３，４，５，６，７，
８，９，１０，１１，１２，１３，１４，１５，１６，１７，１８，１９，２０，２５，
３０，３５，４０，４５，又は５０の降順の濃度の試料あるいは試薬を含む希釈系列を生
成するため、少なくとも２，３，４，５，６，７，８，９，１０，１５，２０，２５，３
０，３５，４０，４５，５０，１００，５００，又は１０００倍で連続的に希釈され得る
。例えば、１ｍｇ／ｍｌの開始濃度での捕捉抗体試薬の２倍の連続的な希釈を含む希釈系
列は、０．５ｍｇ／ｍｌの濃度の捕捉抗体を作成するように、開始濃度の捕捉抗体のある
用量をそれと等量の希釈用緩衝液と混合し、０．２５ｍｇ／ｍｌ、０．１２５ｍｇ／ｍｌ
、０．０６２５ｍｇ／ｍｌ、０．０３２５ｍｇ／ｍｌ、等の捕捉抗体濃度を得るように、
この工程を繰り返すことによって生成され得る。
【００２０】
本明細書において、「優れたダイナミックレンジ（ｓｕｐｅｒｉｏｒｄｙｎａｍｉｃ ｒ
ａｎｇｅ）」という用語は、わずか１細胞中又は数千もの細胞中の特定の分析物を検出す
る、本発明の分析能のことをいう。例えば、本明細書で述べる免疫分析は、有利に、捕捉
抗体濃度の希釈系列を用いて、約１～１００００細胞（例えば、約１，５，１０，２５，
５０，７５，１００，２５０，５００，７５０，１０００，２５００，５０００，７５０
０，又は１００００細胞）中における対象となる特定のシグナル伝達分子を検出するため
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、優れたダイナミックレンジを有する。
【００２１】
「シグナル伝達分子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ）」又
は「シグナル伝達物質（ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ）」は、細胞が細胞外シグ
ナル又は刺激を、典型的には細胞内での生化学反応の順序づけられた連続を含む応答に変
換する工程を実行するタンパク質又は他の分子を含む。シグナル伝達分子の具体例は、こ
れに限定されないが、ＥＧＦＲ（例えば、ＥＧＦＲ／ＨＥＲ１／ＥｒｂＢ１，ＨＥＲ２／
Ｎｅｕ／ＥｒｂＢ２，ＨＥＲ３／ＥｒｂＢ３，ＨＥＲ４／ＥｒｂＢ４）、ＶＥＧＦＲ－１
／ＦＬＴ－１、ＶＥＧＦＲ－２／ＦＬＫ－１／ＫＤＲ、ＶＥＧＦＲ－３／ＦＬＴ－４、Ｆ
ＬＴ－３／ＦＬＫ－２、ＰＤＧＦＲ（例えば、ＰＤＧＦＲＡ，ＰＤＧＦＲＢ）、ｃ－ＫＩ
Ｔ／ＳＣＦＲ、ＩＮＳＲ（インスリン受容体）、ＩＧＦ－ＩＲ、ＩＧＦ－ＩＩＲ、ＩＲＲ
（インスリン受容体関連受容体）、ＣＳＦ－１Ｒ、ＦＧＦＲ１－４、ＨＧＦＲ １－２、
ＣＣＫ４、ＴＲＫ Ａ－Ｃ、ＭＥＴ、ＲＯＮ、ＥＰＨＡ １－８、ＥＰＨＢ １－６、ＡＸ
Ｌ、ＭＥＲ、ＴＹＲＯ３、ＴＩＥ １－２、ＴＥＫ、ＲＹＫ、ＤＤＲ１－２、ＲＥＴ、ｃ
－ＲＯＳ、ＬＴＫ（白血球チロシンキナーゼ）、ＡＬＫ（未分化リンパ腫キナーゼ）、Ｒ
ＯＲ １－２、ＭＵＳＫ、ＡＡＴＹＫ １－３、及びＲＴＫ １０６のような受容体型チロ
シンキナーゼ；ＢＣＲ－ＡＢＬ、Ｓｒｃ、Ｆｒｋ、Ｂｔｋ、Ｃｓｋ、Ａｂｌ、Ｚａｐ７０
、Ｆｅｓ／Ｆｐｓ、Ｆａｋ、Ｊａｋ、Ａｃｋ、及びＬＩＭＫのような非受容体型チロシン
キナーゼ；Ａｋｔ、ＭＡＰＫ／ＥＲＫ、ＭＥＫ、ＲＡＦ、ＰＬＡ２、ＭＥＫＫ、ＪＮＫＫ
、ＪＮＫ、ｐ３８、Ｓｈｃ（ｐ６６）、ＰＩ３Ｋ、Ｒａｓ（例えば、Ｋ－Ｒａｓ、Ｎ－Ｒ
ａｓ、Ｈ－Ｒａｓ）、Ｒｈｏ、Ｒａｃ１、Ｃｄｃ４２、ＰＬＣ、ＰＫＣ、ｐ７０Ｓ６キナ
ーゼ、ｐ５３、サイクリンＤ１、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３、ＰＩＰ２、ＰＩＰ３、ＰＤＫ
、ｍＴＯＲ、ＢＡＤ、ｐ２１、ｐ２７、ＲＯＣＫ、ＩＰ３、ＴＳＰ－１、ＮＯＳ、ＰＴＥ
Ｎ、ＲＳＫ１－３、ＪＮＫ、ｃ－Ｊｕｎ、Ｒｂ、ＣＲＥＢ、Ｋｉ６７、及びパキシリン（
ｐａｘｉｌｌｉｎ）のようなチロシンキナーゼシグナル伝達系の構成成分；及びこれらの
組み合わせを含む。
【００２２】
本明細書において、「循環細胞（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｃｅｌｌｓ）」という用語は、
固形腫瘍から転移あるいは微小転移のいずれかがなされた細胞を含む。循環細胞の具体例
は、これに限定されないが、循環腫瘍細胞、癌幹細胞、及び／又は腫瘍へ移動している細
胞（例えば、循環内皮前駆細胞、循環内皮細胞、循環血管新生促進骨髄性細胞、循環樹状
細胞、等）を含む。
【００２３】
本明細書において、「試料（ｓａｍｐｌｅ）」という用語は、患者から得られた、あらゆ
る生物学的標本を含む。試料は、これに限定されないが、全血、血漿、血清、赤血球細胞
、白血球細胞（例えば、末梢血単核球）、唾液、尿、便（すなわち、糞）、痰、気管支洗
浄液、涙、乳頭吸引液、リンパ液（例えば、リンパ節の播種性腫瘍細胞）、細針吸引物、
あらゆる他の体液、腫瘍の生検（例えば、針生検）のような組織試料（例えば、腫瘍組織
）、及びこれらの細胞抽出物を含む。ある実施の形態において、試料は、全血、又は血漿
、血清あるいは細胞沈殿物のような全血の部分構成成分である。好ましい実施の形態では
、試料は、当該分野では既知のあらゆる技術を用いて全血又はその細胞画分から固形腫瘍
の循環細胞を単離し、循環細胞の細胞抽出物を調製することによって得られる。他の実施
の形態において、試料は、例えば肺、結腸又は直腸の固形腫瘍からの、ホルマリン固定パ
ラフィン包埋（ＦＦＰＥ）腫瘍組織標本である。
【００２４】
「被検者（ｓｕｂｊｅｃｔ）」又は「患者（ｐａｔｉｅｎｔ）」は、典型的には、ヒトを
含むが、例えば他の哺乳類、齧歯類、イヌ科、ネコ科、ウマ、ヒツジ、ブタ及び同様のも
の、のような他の動物も含むことができる。
【００２５】
「アレイ（ａｒｒａｙ）」又は「マイクロアレイ（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）」は、例えば
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ガラス（例えばガラススライド）、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ（
例えば磁気ビーズ、ポリスチレンビーズ、等）、紙、膜（例えばナイロン、ニトロセルロ
ース、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）、等）、繊維束、又はあらゆる他の適切な基質
のような固相担体上に固定あるいは拘束された、特徴的な一組の捕捉抗体及び／又はその
希釈系列を含む。この捕捉抗体は、一般的に共有結合性又は非共有結合性相互作用（例え
ばイオン結合、疎水性相互作用、水素結合、ファンデルワールス力、双極子－双極子相互
作用）を介して固相担体に固定又は拘束されている。ある例として、捕捉抗体は、固相担
体に結合した捕捉剤と相互作用する捕捉タグを備える。本発明の分析に用いられるアレイ
は典型的に、既知でアドレス可能な異なる位置において固相担体の表面に連結した複数の
異なる捕捉抗体及び／又は捕捉抗体の濃度を含む。
【００２６】
「捕捉抗体（ｃａｐｔｕｒｅａｎｔｉｂｏｄｙ）」という用語は、固形腫瘍の循環細胞の
細胞抽出物のような試料における対象となる１つ又はそれ以上の分析物に特異的である（
すなわち、分析物に結合する、分析物に結合される、又は分析物と複合体を形成する）固
定された抗体を含むことを意図している。好ましい実施の形態では、捕捉抗体はアレイに
おける固相担体に拘束されている。あらゆる様々なシグナル伝達分子を固相担体上に固定
するために適した捕捉担体は、Ｕｐｓｔａｔｅ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）、Ｂｉｏｓｏ
ｕｒｃｅ（Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）、ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ），Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉ
ｓ，ＭＮ），Ｌａｂ Ｖｉｓｉｏｎ（Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ），ＳａｎｔａＣｒｕｚ Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ＣＡ），Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉ
ｓ，ＭＯ）、及びＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｓａｎ Ｊｏｓｅ，ＣＡ）から入手でき
る。
【００２７】
本明細書において、「検出抗体（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｔｉｂｏｄｙ）」という用語は
、試料中の対象となる１つ又はそれ以上の分析物に特異的である（すなわち、分析物に結
合する、分析物に結合される、又は分析物と複合体を形成する）、検出可能な標識を備え
る抗体を含む。この用語はまた、対象となる１つ又はそれ以上の分析物に特異的な抗体で
あって、検出可能な標識を備える他の種によって結合され得る抗体を包含する。検出可能
な標識の例は、これに限定されないが、ビオチン／ストレプトアビジン標識、核酸（例え
ばオリゴヌクレオチド）標識、化学反応標識、蛍光標識、酵素標識、放射性標識、及びこ
れらの組み合わせを含む。あらゆる様々なシグナル伝達分子の活性状態及び／又は総量を
検出するために適した検出抗体は、Ｕｐｓｔａｔｅ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ），Ｂｉｏ
ｓｏｕｒｃｅ（Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ），ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＭＡ），Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏ
ｌｉｓ，ＭＮ），Ｌａｂ Ｖｉｓｉｏｎ（Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ），ＳａｎｔａＣｒｕｚ 
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ＣＡ），Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ，ＭＯ）、及びＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｓａｎ Ｊｏｓｅ，ＣＡ）から入手
できる。非限定的な例として、ＥＧＦＲ，ｃ－ＫＩＴ，ｃ－Ｓｒｃ，ＦＬＫ－１，ＰＤＧ
ＦＲＡ，ＰＤＧＦＲＢ，Ａｋｔ，ＭＡＰＫ，ＰＴＥＮ，Ｒａｆ、及びＭＥＫのようなシグ
ナル伝達分子の様々なリン酸化型に対するリン酸特異的抗体は、ＳａｎｔａＣｒｕｚ Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙから入手できる。
【００２８】
「活性状態依存抗体（ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｓｔａｔｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ）」という用語は、試料における対象となる１つ又はそれ以上の分析物の特定の
活性状態に特異的である（すなわち、結合する、結合される、又は複合体を形成する）検
出抗体を含む。好ましい実施の形態では、活性状態依存抗体は、１つ又はそれ以上のシグ
ナル伝達分子のような１つ又はそれ以上の分析物のリン酸化、ユビキチン化、及び／又は
複合体形成状態を検出する。ある実施の形態では、受容体型チロシンキナーゼのＥＧＦＲ
ファミリーの構成因子のリン酸化及び／又はＥＧＦＲファミリーの構成因子間のヘテロ二
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量体複合体の形成が活性状態依存抗体を用いて検出される。活性状態依存抗体での検出に
適した活性状態の非限定的な例（括弧内に記載される）は以下を含む：ＥＧＦＲ（ＥＧＦ
ＲｖＩＩＩ，リン酸化（ｐ－）ＥＧＦＲ，ＥＧＦＲ：Ｓｈｃ，ユビキチン化（ｕ－）ＥＧ
ＦＲ，ｐ－ＥＧＦＲｖＩＩＩ）；ＥｒｂＢ２（ｐ８５：切断型（Ｔｒ）－ＥｒｂＢ２，ｐ
－ＥｒｂＢ２，ｐ８５：Ｔｒ－ｐ－ＥｒｂＢ２，Ｈｅｒ２：Ｓｈｃ，ＥｒｂＢ２：ＰＩ３
Ｋ，ＥｒｂＢ２：ＥＧＦＲ，ＥｒｂＢ２：ＥｒｂＢ３，ＥｒｂＢ２：ＥｒｂＢ４）；Ｅｒ
ｂＢ３（ｐ－ＥｒｂＢ３，ＥｒｂＢ３：ＰＩ３Ｋ，ｐ－ＥｒｂＢ３：ＰＩ３Ｋ，ＥｒｂＢ
３：Ｓｈｃ）；ＥｒｂＢ４（ｐ－ＥｒｂＢ４，ＥｒｂＢ４：Ｓｈｃ）；ＩＧＦ－１Ｒ（ｐ
－ＩＧＦ－１Ｒ，ＩＧＦ－１Ｒ：ＩＲＳ，ＩＲＳ：ＰＩ３Ｋ，ｐ－ＩＲＳ，ＩＧＦ－１Ｒ
：ＰＩ３Ｋ）；ＩＮＳＲ（ｐ－ＩＮＳＲ）；ＫＩＴ（ｐ－ＫＩＴ）；ＦＬＴ３（ｐ－ＦＬ
Ｔ３）；ＨＧＦＲ１（ｐ－ＨＧＦＲ１）；ＨＧＦＲ２（ｐ－ＨＧＦＲ２）；ＲＥＴ（ｐ－
ＲＥＴ）；ＰＤＧＦＲａ（ｐ－ＰＤＧＦＲａ）；ＰＤＧＦＲＰ（ｐ－ＰＤＧＦＲＰ）；Ｖ
ＥＧＦＲ１（ｐ－ＶＥＧＦＲ１，ＶＥＧＦＲ１：ＰＬＣγ，ＶＥＧＦＲ１：Ｓｒｃ）；Ｖ
ＥＧＦＲ２（ｐ－ＶＥＧＦＲ２，ＶＥＧＦＲ２：ＰＬＣγ，ＶＥＧＦＲ２：Ｓｒｃ，ＶＥ
ＧＦＲ２：ヘパリン硫酸塩，ＶＥＧＦＲ２：ＶＥ－カドヘリン）；ＶＥＧＦＲ３（ｐ－Ｖ
ＥＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ１（ｐ－ＦＧＦＲ１）；ＦＧＦＲ２（ｐ－ＦＧＦＲ２）；ＦＧＦ
Ｒ３（ｐ－ＦＧＦＲ３）；ＦＧＦＲ４（ｐ－ＦＧＦＲ４）；Ｔｉｅｌ（ｐ－Ｔｉｅｌ）；
Ｔｉｅ２（ｐ－Ｔｉｅ２）；ＥｐｈＡ（ｐ－ＥｐｈＡ）；ＥｐｈＢ（ｐ－ＥｐｈＢ）；Ｎ
ＦＫＢ及び／又はＩＫＢ（ｐ－ＩＫ（Ｓ３２），ｐ－ＮＦＫＢ（Ｓ５３６），ｐ－Ｐ６５
：ＩＫＢａ）；Ａｋｔ（ｐ－Ａｋｔ（Ｔ３０８，Ｓ４７３））；ＰＴＥＮ（ｐ－ＰＴＥＮ
）；Ｂａｄ（ｐ－Ｂａｄ（Ｓ１１２，Ｓ１３６），Ｂａｄ：１４－３－３）；ｍＴｏｒ（
ｐ－ｍＴｏｒ（Ｓ２４４８））；ｐ７０Ｓ６Ｋ（ｐ－ｐ７０Ｓ６Ｋ（Ｔ２２９，Ｔ３８９
））；Ｍｅｋ（ｐ－Ｍｅｋ（Ｓ２１７，Ｓ２２１））；Ｅｒｋ（ｐ－Ｅｒｋ（Ｔ２０２，
Ｙ２０４））；Ｒｓｋ－１（ｐ－Ｒｓｋ－１（Ｔ３５７，Ｓ３６３））；Ｊｎｋ（ｐ－Ｊ
ｎｋ（Ｔ１８３，Ｙ１８５））；Ｐ３８（ｐ－Ｐ３８（Ｔ１８０，Ｙ１８２））；Ｓｔａ
ｔ３（ｐ－Ｓｔａｔ－３（Ｙ７０５，Ｓ７２７））；Ｆａｋ（ｐ－Ｆａｋ（Ｙ５７６））
；Ｒｂ（ｐ－Ｒｂ（Ｓ２４９，Ｔ２５２，Ｓ７８０））；Ｋｉ６７；ｐ５３（ｐ－ｐ５３
（Ｓ３９２，Ｓ２０））；ＣＲＥＢ（ｐ－ＣＲＥＢ（Ｓ１３３））；ｃ－Ｊｕｎ（ｐ－ｃ
－Ｊｕｎ（Ｓ６３））；ｃＳｒｃ（ｐ－ｃＳｒｃ（Ｙ４１６））；及びパキシリン（ｐ－
パキシリン（ｐ－ｐａｘｉｌｌｉｎ（Ｙ１１８））。
【００２９】
「活性状態非依存抗体（ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｓｔａｔｅ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ）」という用語は、活性状態にかかわりなく試料における対象となる１つ
又はそれ以上の分析物に特異的である（すなわち、結合する、結合される、又は複合体を
形成する）検出抗体を含む。例えば、活性状態非依存抗体は、シグナル伝達分子のような
１つ又はそれ以上の分析物のリン酸化型及び非リン酸化型の両方を検出することができる
。
【００３０】
「核酸（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ）」又は「ポリヌクレオチド（ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔ
ｉｄｅ）」という用語は、例えばＤＮＡ及びＲＮＡのような一本鎖型又は二本鎖型のいず
れかにおけるデオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びこれらのポリマーを含
む。核酸は、合成され、自然発生し及び非自然発生し、そして参照となる核酸と同様の結
合特性を有する、既知のヌクレオチド類縁体あるいは改変型の骨格残基又は連結を有する
核酸を包含する。そのような類縁体の具体例は、これに限定されないが、ホスホロチオエ
ート、ホスホラミデート、メチルホスホネート、キラルメチルホスホネート、２’－Ｏ－
メチルリボヌクレオチド、及びペプチド核酸（ＰＮＡｓ）を含む。特に限定されることな
く、この用語は、参照となる核酸と同様の結合特性を有する、天然核酸の既知の類縁体を
含む核酸を包含する。特に指定されない限り、特定の核酸配列はまた、黙示的に、明記さ
れた配列と同様に、保存的に改変されたそれらの変異体及び相補的な配列を包含する。
【００３１】
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「オリゴヌクレオチド（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」という用語は、ＲＮＡ、Ｄ
ＮＡ、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッド、及び／又はこれらの類似物の一本鎖オリゴマー又は
ポリマーをいう。ある例として、オリゴヌクレオチドは自然に発生した（すなわち、改変
されていない）核酸塩基、糖、及びヌクレオシド間（骨格）連結から構成される。他の例
として、オリゴヌクレオチドは、改変型核酸塩基、糖、及び／又はヌクレオシド間連結を
含む。
【００３２】
本明細書において、「ミスマッチモチーフ（ｍｉｓｍａｔｃｈｍｏｔｉｆ）」又は「ミス
マッチ領域（ｍｉｓｍａｔｃｈ ｒｅｇｉｏｎ）」という用語は、相補配列に対して１０
０％の相補性を有していないオリゴヌクレオチドの部分をいう。オリゴヌクレオチドは、
少なくとも１，２，３，４，５，６，又はそれ以上のミスマッチ領域を有しているかもし
れない。ミスマッチ領域は隣接しているかもしれないし、あるいは１，２，３，４，５，
６，７，８，９，１０，１１，１２、又はそれ以上のヌクレオチドによって隔てられてい
るかもしれない。ミスマッチモチーフ又は領域は、単一のヌクレオチドを含んでもよく、
あるいは２，３，４，５，又はそれ以上のヌクレオチドを含んでもよい。
【００３３】
「厳密なハイブリダイゼーション条件（ｓｔｒｉｎｇｅｎｔｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
 ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ）」という語句は、オリゴヌクレオチドがその相補配列にはハイ
ブリダイズするが、他の配列には全くハイブリダイズしないであろう条件のことをいう。
厳密な条件は、配列依存的であり、そして異なる環境では異なるであろう。より長い配列
は高温で特異的にハイブリダイズする。核酸のハイブリダイゼーションに関する広範な説
明は、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｉｎ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ 
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ－－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ Ｐｒｏｂｅｓ，「Ｏｖｅｒｖｉｅｗｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｏｆ ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ 
ａｓｓａｙｓ」（１９９３）に開示されている。一般的に、厳密な条件は、規定のイオン
強度ｐＨでの特定の配列に対する熱融解点（Ｔｍ）よりも約５～１０℃低くなるように選
択される。Ｔｍは、標的に相補するプローブの５０％が平衡状態で標的配列にハイブリダ
イズする（標的配列が過剰に存在するとき、Ｔｍでは、プローブの５０％が平衡状態で占
領される）温度（定義されたイオン強度、ｐＨ，及び核酸濃度下）である。厳密な条件は
また、ホルムアミドのような不安定化剤の添加によっても達成されるかもしれない。選択
的又は特異的なハイブリダイゼーションにとって、陽性シグナルは、少なくともバックグ
ラウンドの２倍であり、好ましくはバックグラウンドハイブリダイゼーションの１０倍で
ある。
【００３４】
２又はそれ以上の核酸の関係において、「実質的に同一な（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ
ｉｄｅｎｔｉｃａｌ）」又は「実質的な同一性（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌ ｉｄｅｎｔｉ
ｔｙ）」という用語は、配列比較アルゴリズムを用いて、又は手動アライメント及び視覚
的な検討により測定される際に、比較枠又は所望の領域に渡り、最大一致のために比較さ
れ及び整列される時に、同一である、又は同一である核酸の特定の割合（すなわち、特定
の領域に渡り、少なくとも約６０％、好ましくは少なくとも約６５％、７０％、７５％、
８０％、８５％、９０％、又は９５％の同一性）を有する２又はそれ以上の配列あるいは
部分配列をいう。この定義はまた、文脈が示す時には、同じように、配列の相補性のこと
をいう。好ましくは、実質的な同一性は、長さが少なくとも約５，１０，１５，２０，２
５，３０，３５，４０，４５，５０，７５，又は１００ヌクレオチドである領域対して存
在する。
【００３５】
「インキュベートする（ｉｎｃｕｂａｔｉｎｇ）」という用語は、「接触する（ｃｏｎｔ
ａｃｔｉｎｇ）」及び「むき出しにする（ｅｘｐｏｓｉｎｇ）」と同意語として用いられ
、他に定義されない限り、特定の時間又は温度の要求を意味しない。
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【００３６】
（ＩＩＩ．実施形態の説明）
本発明は、希少循環細胞における複数のシグナル伝達分子の活性状態及び／又は総量を検
出するための抗体に基づくアレイ及び癌の予後診断及び診断の促進、及び個別の標的治療
法の設計のためのこれらの使用方法を提供する。
【００３７】
Ａ．抗体アレイ
１つの態様において、本発明は、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物に対する
特異的な複数の希釈系列の捕捉抗体を含む優れたダイナミックレンジを有するアレイを提
供し、その捕捉抗体は、固相担体に拘束される。
【００３８】
ある実施の態様において、細胞抽出物は、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む。循環細胞
は典型的に、例えば、免疫磁気分離法（例えばＲａｃｉｌａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：４５８９－４５９４（１９９８）；Ｂｉｌｋｅｎｒｏｔ
ｈら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９２：５７７－５８２（２００１）参照）、マイクロ
流体分離法（例えばＭｏｈａｍｅｄら、ＩＥＥＥＴｒａｎｓ．Ｎａｎｏｂｉｏｓｃｉ．，
３：２５１－２５６（２００４）；Ｌｉｎら、Ａｂｓｔｒａｃｔ Ｎｏ．５１４７，９７
ｔｈ ＡＡＣＲ Ａｎｎｕａｌ Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（２０
０６）参照）、ＦＡＣＳ（例えばＭａｎｃｕｓｏら、Ｂｌｏｏｄ，９７：３６５８－３６
６１（２００１）参照）、密度勾配遠心分離法（例えばＢａｋｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ
ｃｅｒＲｅｓ．，１３：４８６５－４８７１（２００３）参照）、及び減少法（例えばＭ
ｅｙｅら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．，２１：５２１－５３０（２００２）参照）を含む
１つ又はそれ以上の分離法を用いて患者試料から単離される。
【００３９】
他の態様において、患者試料は、全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、乳頭吸
引液、リンパ液、唾液、及び／又は細針吸引試料を含む。ある例では、全血試料は、血漿
又は血清画分及び細胞画分（すなわち細胞沈殿物）に分離される。細胞画分は典型的に赤
血球、白血球、及び／又は循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）、循環内皮
前駆細胞（ＣＥＰＣ）、癌幹細胞（ＣＳＣ）、及びそれらの組み合わせのような固形腫瘍
の循環細胞を含む。血漿又は血清画分は、通常とりわけ、固形腫瘍の循環細胞から放出さ
れた核酸（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ）及びタンパク質を含む。
【００４０】
ある例では、単離された循環細胞は、１つ又はそれ以上の対象となる抗癌剤とのインキュ
ベート前、間、及び／又は後に１つ又はそれ以上の増殖因子でインビトロにおいて活性化
され得る。刺激性の増殖因子は、これに限定されないが、上皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）、
ヘレグリン（ＨＲＧ）、ＴＧＦ－α、ＰＩＧＦ、アンジオポエチン（Ａｎｇ）、ＮＲＧ１
、ＰＧＦ、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＩＧＦ、ＦＧＦ、ＨＧＦ、サイトカイン、
及び同様のものを含む。他の例では、単離された循環細胞は、例えば、当該分野で既知の
あらゆる技術を用いて細胞抽出物（例えば、細胞溶解物）を作製するために、例えば、増
殖因子の刺激及び／又は抗癌剤処理の後に、溶解させることができる。好ましくは、細胞
溶解は増殖因子の刺激後、約１～３６０分の間に開始され、より好ましくは、２つの異な
る時間間隔で開始される：（１）増殖因子の刺激後、約１～５分で；及び（２）増殖因子
の刺激後約３０～１８０分の間。代替的には、細胞溶解物は使用まで－８０℃で保存され
得る。
【００４１】
ある実施の形態において、抗癌剤は、モノクローナル抗体又はチロシンキナーゼ阻害剤の
ような抗シグナル伝達剤（すなわち細胞増殖抑制剤）抗増殖剤；ａ化学療法剤（すなわち
細胞毒性薬）；及び／又は癌性細胞のような異常な細胞の制御されない増殖を減らす、又
は止める能力を有するあらゆる他の化合物を含む。ある実施の形態において、単離された
循環細胞は、１つ又はそれ以上の化学療法剤と組み合わせて、抗シグナル伝達剤及び／又
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は抗増殖剤で処理される。
【００４２】
本発明における使用に適した抗シグナル伝達剤の例は、これに限定されないが、トラスツ
ズマブ（ｔｒａｓｔｕｚｕｍａｂ）（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））、アレムツズマ
ブ（ａｌｅｍｔｕｚｕｍａｂ）（Ｃａｍｐａｔｈ（登録商標））、ベバシズマブ（ｂｅｖ
ａｃｉｚｕｍａｂ）（Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標））、セツキシマブ（ｃｅｔｕｘｉｍａ
ｂ）（Ｅｒｂｉｔｕｘ（登録商標））、ゲムツズマブ（ｇｅｍｔｕｚｕｍａｂ）（Ｍｙｌ
ｏｔａｒｇ（登録商標））、パニツムマブ（ｐａｎｉｔｕｍｕｍａｂ）（Ｖｅｃｔｉｂｉ
ｘ（登録商標））、リツキシマブ（ｒｉｔｕｘｉｍａｂ）（Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）
）、及びトシツモマブ（ｔｏｓｉｔｕｍｏｍａｂ）（ＢＥＸＸＡＲ（登録商標））のよう
なモノクローナル抗体；ゲフィチニブ（ｇｅｆｉｔｉｎｉｂ）（Ｉｒｅｓｓａ（登録商標
））、スニチニブ（ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ）（Ｓｕｔｅｎｔ（登録商標））、エルロチニブ
（ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ）（Ｔａｒｃｅｖａ（登録商標））、ラパチニブ（ｌａｐａｔｉｎ
ｉｂ）（ＧＷ－５７２０１６）、カネルチニブ（ｃａｎｅｒｔｉｎｉｂ）（ＣＩ１０３３
）、セマキシニブ（ｓｅｍａｘｉｎｉｂ）（ＳＵ５４１６）、バタラニブ（ｖａｔａｌａ
ｎｉｂ）（ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２５８４）、ソラフェニブ（ｓｏｒａｆｅｎｉｂ）（
ＢＡＹ４３－９００６；Ｎｅｘａｖａｒ（登録商標））、メシル酸イマチニブ（ｉｍａｔ
ｉｎｉｂ ｍｅｓｙｌａｔｅ）（Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標））、及びレフルノミド（ｌ
ｅｆｌｕｎｏｍｉｄｅ）（ＳＵ１０１）のようなチロシンキナーゼ阻害剤；及びそれらの
組み合わせを含む。
【００４３】
典型的な抗増殖剤は、シロリムス（ｓｉｒｏｌｉｍｕｓ）（ラパマイシン（ｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ））、テムシロリムス（ｔｅｍｓｉｒｏｌｉｍｕｓ）（ＣＣＩ－７７９）、及びエ
ベロリムス（ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ）（ＲＡＤ００１）；のようなｍＴＯＲ阻害剤；１Ｌ
６－ハイドロキシメチル－キロ－イノシトール－２－（Ｒ）－２－Ｏ－メチル－３－Ｏ－
オクタデシル－ｓｎ－グリセロカルボネート（１Ｌ６－ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ－ｃ
ｈｉｒｏ－ｉｎｏｓｉｔｏｌ－２－（Ｒ）－２－Ｏ－ｍｅｔｈｙｌ－３－Ｏ－ｏｃｔａｄ
ｅｃｙｌ－ｓｎ－ｇｌｙｃｅｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ）、９－メトキシ－２－メチルエリ
プチシンアセテート（９－ｍｅｔｈｏｘｙ－２－ｍｅｔｈｙｌｅｌｌｉｐｔｉｃｉｎｉｕ
ｍａｃｅｔａｔｅ）、１，３－ジヒドロ－１－（１－（（４－（６－フェニル－１Ｈ－イ
ミダゾ［４，５－ｇ］キノキサリン－７－イル）フェニル）メチル）－４－ピペリジニル
）－２Ｈ－ベンズイミダゾール－２－オン（１，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－１－（１－（（４
－（６－ｐｈｅｎｙｌ－１Ｈ－ｉｍｉｄａｚｏ［４，５－ｇ］ｑｕｉｎｏｘａｌｉｎ－７
－ｙｌ）ｐｈｅｎｙｌ）ｍｅｔｈｙｌ）－４－ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｙｌ）－２Ｈ－ｂｅｎ
ｚｉｍｉｄａｚｏｌ－２－ｏｎｅ）、１０－（４’－（Ｎ－ジエチルアミノ）ブチル）－
２－クロロフェノキサジン（１０－（４’－（Ｎ－ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）ｂｕｔｙ
ｌ）－２－ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘａｚｉｎｅ）、３－ホルミルクロモンチオセミカル
バゾン（３－ｆｏｒｍｙｌｃｈｒｏｍｏｎｅｔｈｉｏｓｅｍｉｃａｒｂａｚｏｎｅ）（Ｃ
ｕ（ＩＩ）Ｃｌ２複合体）、ＡＰＩ－２、癌原遺伝子ＴＣＬ１のアミノ酸１０～２４番目
由来の１５残基ペプチド（Ｈｉｒｏｍｕｒａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７９：５
３４０７－５３４１８（２００４））、ＫＰ３７２－１、及びＫｏｚｉｋｏｗｓｋｉら、
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１２５：１１４４－１１４５（２００３）及びＫａｕら
、ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ，４：４６３－４７６（２００３）に開示された化合物のような
Ａｋｔ阻害剤；及びそれらの組み合わせを含む。
【００４４】
化学療法剤の非限定的な例は、プラチナ製剤（例えば、オキサリプラチン（ｏｘａｌｉｐ
ｌａｔｉｎ）、シスプラチン（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）、カルボプラチン（ｃａｒｂｏｐｌ
ａｔｉｎ）、スピロプラチン（ｓｐｉｒｏｐｌａｔｉｎ）イプロプラチン（ｉｐｒｏｐｌ
ａｔｉｎ）、サトラプラチン（ｓａｔｒａｐｌａｔｉｎ）等）、アルキル化剤（例えばシ
クロフォスファミド（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、イフォスファミド（ｉｆｏ
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ｓｆａｍｉｄｅ）、クロラムブシル（ｃｈｌｏｒａｍｂｕｃｉｌ）、ブスルファン（ｂｕ
ｓｕｌｆａｎ）、メルファラン（ｍｅｌｐｈａｌａｎ）、メクロレタミン（ｍｅｃｈｌｏ
ｒｅｔｈａｍｉｎｅ）、ウラムスチン（ｕｒａｍｕｓｔｉｎｅ）、チオテパ（ｔｈｉｏｔ
ｅｐａ）、ニトロソウレア（ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａｓ）、等）、代謝拮抗剤（ａｎｔｉ
－ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ（例えば、５－フルオロウラシル（５－ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃ
ｉｌ）、アザチオプリン（ａｚａｔｈｉｏｐｒｉｎｅ）、６－メルカプトプリン（６－ｍ
ｅｒｃａｐｔｏｐｕｒｉｎｅ）、メトトレキセート（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ）、ロイ
コボリン（ｌｅｕｃｏｖｏｒｉｎ）、カペシタビン（ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ）、シタ
ラビン（ｃｙｔａｒａｂｉｎｅ）、フロクスウリジン（ｆｌｏｘｕｒｉｄｉｎｅ）、フル
ダラビン（ｆｌｕｄａｒａｂｉｎｅ）、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ）、ペメ
トレキセド（ｐｅｍｅｔｒｅｘｅｄ）、ラルチトレキセド（ｒａｌｔｉｔｒｅｘｅｄ）、
等）、植物アルカロイド（例えば、ビンクリスチン（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ）、ビンブ
ラスチン（ｖｉｎｂｌａｓｔｉｎｅ）、ビノレルビン（ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ）、ビン
デシン（ｖｉｎｄｅｓｉｎｅ）、ポドフィロトキシン（ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ
）パクリタキセル（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ）、ドセタキセル（ｄｏｃｅｔａｘｅｌ）、等
）、トポイソメラーゼ阻害剤（例えばイリノテカン（ｉｒｉｎｏｔｅｃａｎ）、トポテカ
ン（ｔｏｐｏｔｅｃａｎ）、アムサクリン（ａｍｓａｃｒｉｎｅ）、エトポシド（ｅｔｏ
ｐｏｓｉｄｅ）（ＶＰ１６）、エトポシドリン酸（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔ
ｅ）、テニポシド（ｔｅｎｉｐｏｓｉｄｅ）、等）、抗腫瘍性抗生物質（ａｎｔｉｔｕｍ
ｏｒ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ）（例えばドキソルビシン（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）、
アドリアマイシン（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ）、ダウノルビシン（ｄａｕｎｏｒｕｂｉｃｉ
ｎ）、エピルビシン（ｅｐｉｒｕｂｉｃｉｎ）、アクチノマイシン（ａｃｔｉｎｏｍｙｃ
ｉｎ）、ブレノマイシン（ｂｌｅｏｍｙｃｉｎ）、マイトマイシン（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ
）、ミトキサントロン（ｍｉｔｏｘａｎｔｒｏｎｅ）、プリカマイシン（ｐｌｉｃａｍｙ
ｃｉｎ）、等）、それらの薬学的に許容される塩類、それらの立体異性体、それらの誘導
体、それらの類縁体、及びそれらの組み合わせを含む。
【００４５】
好ましい実施の形態において、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物は複数のシ
グナル伝達分子を含む。対象となるシグナル伝達分子の例は、上述され、そして受容体型
チロシンキナーゼ、非受容体型チロシンキナーゼ、及び／又はチロシンキナーゼシグナル
伝達系構成要素を含む。
【００４６】
ある実施の形態において、捕捉抗体のそれぞれの希釈系列は一連の下降捕捉抗体濃度を含
む。ある例では、捕捉抗体は、アレイ上にスポットされた下降捕捉抗体濃度の設定された
数（例えば、２，３，４，５，６，７，８，９，１０，１５，２０，２５，又はそれ以上
）を含む希釈系列を作製するために少なくとも２倍（例えば、２，５，１０，２０，５０
，１００，５００，又は１０００倍）で連続的に希釈される。好ましくは、捕捉抗体の各
希釈の少なくとも２，３，４，５，又は６の反復がアレイ上にスポットされる。
【００４７】
他の実施の形態において、固相担体は、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチッ
ク、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えばナイロン、ニトロセルロース、
ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）、等）、繊維束、又は他のあらゆる適切な基質を含む
。好ましい実施の形態において、捕捉抗体は、（例えば共有又は非共有結合を介して）例
えばＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．（Ｆｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，ＮＪ）から市販で入手できる
ＦＡＳＴ（商標登録）スライドのようなニトロセルロースポリマーで覆われたガラススラ
イド上に拘束される。
【００４８】
非限定的な例として、図１４は、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、Ｓｈｃ、Ｅｒｋ、及びＰＩ３Ｋの
活性状態を決定するために複数の希釈系列の捕捉抗体を含み、各希釈系列における捕捉抗
体がこれら分析物の１つに向けられた、アドレス可能なマイクロアレイを示す。従って、
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本発明のアレイは、一連の下降濃度（すなわち希釈系列）にある複数の異なる捕捉抗体を
含み、その捕捉抗体は異なるアドレス可能な位置において固相担体の表面に連結される。
【００４９】
当業者は、活性化されたシグナル伝達分子の各々に対する離散的なシグナルが検出される
ことを許容する任意の構成であり得る。例えば、アレイは、各領域が異なる捕捉抗体又は
捕捉剤（すなわち捕捉抗体上に存在する捕捉タグに結合する）を含む担体表面上の一列又
は一グリッドの異なる領域（例えばドット又はスポット）であり得る。アレイは、複数の
シグナル伝達分子の活性状態が単一の多重分析で検出される方法における使用のために構
成され得る。様々な実施の形態において、複数は、少なくとも２，３，４，５，６，７，
８，９，１０，１５，２０，２５，３０，３５，４０，４５，５０、又はそれ以上のシグ
ナル伝達分子を含む。
【００５０】
Ｂ．単一検出分析
他の形態において、固形腫瘍の循環細胞のような腫瘍細胞の細胞抽出物における対象とな
る特定の分析物の活性状態を検出するための分析は、優れたダイナミックレンジを有する
、多重で、ハイスループットな単一の検出（すなわち２抗体）分析である。非限定的な例
として、この分析で用いられる２つの抗体は、以下の構成を備え得る：（１）分析物に特
異的な捕捉抗体；及び（２）分析物の活性型に特異的な検出抗体（すなわち活性状態依存
抗体）。活性状態依存抗体は、例えば分析物のリン酸化、ユビキチン化、及び／又は複合
体形成状態を検出することができる。代替的には、検出抗体は、細胞抽出物中の分析物の
総量を検出する活性状態非依存抗体を含む。活性状態非依存抗体は、一般的に分析物の活
性型及び不活性型を検出することができる。
【００５１】
好ましい形態において、本発明は、優れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイス
ループットの免疫分析を行うための方法を提供し、この方法は、以下の工程を備える：
（ａ）複数の捕捉された分析物を形成するために細胞抽出物における１つ又はそれ以上の
分析物に特異的であり、固相担体上に拘束された複数の希釈系列の捕捉抗体と細胞抽出物
をインキュベートする工程；
（ｂ）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成するために対応する分析物に特異的な検
出抗体と複数の捕捉された分析物をインキュベートする構成；
（ｃ）増幅シグナルを生成するためにシグナル増幅対の第一及び第二の構成因子と複数の
検出可能な捕捉された分析物をインキュベートする工程；及び
（ｄ）シグナル増幅対の第一又は第二の構成因子から生成された増幅シグナルを検出する
工程。
【００５２】
ある実施の形態において、細胞抽出物は固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む。循環細胞は
典型的には、例えば免疫磁気分離法、マイクロ流体分離法、ＦＡＣＳ、密度勾配遠心分離
法を含む当該分野において既知の１つ又はそれ以上の分離方法を用いて患者試料から単離
される。当業者は循環細胞の分離及び／又は単離に適した他の方法について知っているだ
ろう。
【００５３】
他の実施の形態において、患者試料は、全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、
乳頭吸引液、リンパ液、唾液、及び／又は細針吸引物試料を含む。ある例では、全血試料
は血漿又は血清画分及び細胞画分（すなわち細胞沈殿物）に分離される。細胞画分は、典
型的には、赤血球、白血球、及び／又はＣＴＣ，ＣＥＣ，ＣＥＰＣ及び／又はＣＳＣのよ
うな固形腫瘍の循環細胞を含む。血漿又は血清画分は、通常とりわけ、固形腫瘍の循環細
胞によって放出された核酸（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ）及びタンパク質を含む。
【００５４】
ある例において、単離された循環細胞は、対象となる１つ又はそれ以上の抗癌剤とのイン
キュベート前、間、及び／又は後に１つ又はそれ以上の増殖因子でインビトロにおいて活



(17) JP 2015-148624 A 2015.8.20

10

20

30

40

50

性化され得る。刺激性の増殖因子は、上述されている。
他の例では、単離された循環細胞は、当該分野で既知の任意の技術を用いて、細胞抽出物
（例えば細胞溶解物）を生成するために、例えば増殖因子の刺激及び／又は抗癌剤処理の
後に、溶解され得る。好ましくは、細胞溶解は、増殖因子の刺激後１～３６０分の間に開
始され、より好ましくは２つの異なる時間間隔で開始される：（１）増殖因子の刺激後、
約１～５分で；及び（２）増殖因子の刺激後、約３０～１８０分の間。代替的には、細胞
溶解物は使用まで－８０℃で保存され得る。
【００５５】
ある実施の形態において、抗癌剤は抗シグナル伝達剤（例えばモノクローナル抗体、チロ
シンキナーゼ阻害剤、等）、抗増殖剤、化学療法剤、及び／又は腫瘍性細胞のような以上
な細胞の制御されない増殖を減らす又は止める能力を有するあらゆる他の化合物を含む。
治療剤のこれらの一般的な分類に該当する特定の抗癌剤は上に提供されている。
【００５６】
好ましい実施の形態において、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物は複数のシ
グナル伝達分子を含む。対象となるシグナル伝達分子の具体例は、上述されており、そし
て、限定されないが、受容体型チロシンキナーゼ、非受容体型チロシンキナーゼ、及び／
又はチロシンキナーゼシグナル伝達系構成要素を含む。
【００５７】
ある実施の形態において、捕捉抗体の各希釈系列は一連の下降捕捉抗体濃度を含む。ある
例では、捕捉抗体は、アレイ上にスポットされた、設定された数（例えば、２，３，４，
５，６，７，８，９，１０，１５，２０，２５、又はそれ以上）の下降捕捉抗体濃度を含
む希釈系列を作製するため、少なくとも２倍（例えば、２，５，１０，２０，５０，１０
０，５００，又は１０００倍）で連続的に希釈される。好ましくは、各捕捉抗体の希釈の
少なくとも２，３，４，５，又は６の反復がアレイ上にスポットされる。
【００５８】
他の実施の形態において、固相担体は、ガラス（例えばガラススライド）、プラスチック
、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、
ＰＶＤＦ、等）、繊維束、又はあらゆる他の適した基質を含む。好ましい実施の態様にお
いて、捕捉抗体は、例えばＦＡＳＴ（商標登録）スライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．；Ｆ
ｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，ＮＪ）のようなニトロセルロースポリマーで覆われたガラスス
ライド上に拘束される。
【００５９】
ある例では、細胞抽出物は、固相担体にすでに拘束された捕捉抗体とインキュベートされ
る。他の例では、細胞抽出物は、最初に溶液中で捕捉抗体とインキュベートされ、その後
、例えば固相担体に結合された捕捉抗体と相互作用する捕捉抗体上に存在する捕捉タグを
介して、捕捉された分析物を固定するために固相担体と接触させられる。
【００６０】
ある実施の形態において、検出抗体は、溶液中又は固相担体上に拘束された捕捉抗体に結
合した、分析物とインキュベートされる。ある例では、複数の分析物を含む細胞抽出物は
、始めに溶液中で検出抗体とインキュベートされ、その後、溶液中又は固相担体上に拘束
された捕捉抗体と接触させられる。他の例では、複数の分析物を含む細胞抽出物は、始め
に溶液中で捕捉抗体及び検出抗体とインキュベートされ、その後、例えば固相担体に結合
された捕捉剤と相互作用する捕捉抗体又は検出抗体上に存在する捕捉タグを介して、抗体
－分析物複合体を固定するために固相担体と接触させられる。
【００６１】
ある例では、検出抗体は、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物の総量を検出す
るために有用な活性状態非依存抗体を含む。非限定的な例として、活性状態非依存抗体は
、１つ又はそれ以上のシグナル伝達分子のリン酸化型及び非リン酸化型の両方を検出する
ことができる。他の例では、検出抗体は、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物
の活性状態を検出するのに有用な活性状態依存抗体を含む。好ましくは、活性状態依存抗
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体は１つ又はそれ以上のシグナル伝達分子のリン酸化、ユビキチン化、及び／又は複合体
形成状態を検出する。
【００６２】
捕捉抗体及び検出抗体は、典型的には、分析物の結合に関して、それらの間の競合が最小
化されるように選択される（すなわち捕捉及び検出抗体は、同時にそれらの対応するシグ
ナル伝達分子に結合することができる）。
【００６３】
好ましい実施の形態において、検出抗体は、結合対の第一の構成因子（例えばビオチン）
を含み、そして、シグナル増幅対の第一の構成因子は結合対の第二の構成因子（例えばス
トレプトアビジン）を含む。結合対の構成因子は、当該分野で既知の方法を用いて、検出
抗体又はシグナル増幅対の第一の構成因子に直接又は間接的に共役し得る。ある例では、
シグナル増幅対の第一の構成因子は、ペルオキシダーゼ（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）（例え
ば、西洋わさびペルオキシダーゼ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）（Ｈ
ＲＰ）、カタラーゼ（ｃａｔａｌａｓｅ）、クロロペルオキシダーゼ（ｃｈｌｏｒｏｐｅ
ｒｏｘｉｄａｓｅ）、シトクロームＣペルオキシダーゼ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ ｐｅ
ｒｏｘｉｄａｓｅ）、好酸球ペルオキシダーゼ（ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ ｐｅｒｏｘｉｄ
ａｓｅ）、グルタチオンペルオキシダーゼ（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａ
ｓｅ）、ラクトペルオキシダーゼ（ｌａｃｔｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、ミエロペルオキ
シダーゼ（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、チロイドペルオキシダーゼ（ｔｈｙｒｏ
ｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）、デヨードナーゼ（ｄｅｉｏｄｉｎａｓｅ）、等）であり、
そしてシグナル増幅対の第二の構成因子はチラミド試薬（例えばビオチン－チラミド）で
ある。これらの例では、増幅されたシグナルは、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）存在下で活性型
チラミドを作製するためのチラミド試薬のペルオキシダーゼ酸化によって生成される。
【００６４】
活性型チラミドは、直接検出され、又は例えばストレプトアビジン標識フルオロフォア又
はストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼと発色試薬の組み合わせのようなシグナル検
出試薬の添加で検出される。本発明における使用に適したフルオロフォアの具体例は、限
定されないが、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（登録商標）染色液（例えばＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏ
ｒ（登録商標）５５５）、フルオレセイン（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）、フルオレセイン
イソチオシアネート（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）（ＦＩＴ
Ｃ）、Ｏｒｅｇｏｎ Ｇｒｅｅｎ（登録商標）；ローダミン（ｒｈｏｄａｍｉｎｅ）、テ
キサスレッド（Ｔｅｘａｓ ｒｅｄ）、テトラローダミンイソチオシアネート（ｔｅｔｒ
ａｒｈｏｄａｍｉｎｅｉｓｏｔｈｉｏｃｙｎａｔｅ）（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（登録
商標）蛍光試薬（例えばＣｙ２，Ｃｙ３，Ｃｙ５）及び同様のものを含む。ストレプトア
ビジン標識は、当該分野においてよく知られた方法を用いてフルオロフォア又はペルオキ
シダーゼに直接的に又は間接的に連結され得る。本発明の使用に適した発光試薬の非限定
的な例は、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（３，３’，５，５’－ｔｅｔ
ｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）（ＴＭＢ）、３，３’－ジアミノベンジジン（３
，３’－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）（ＤＡＢ）、２，２’－アジノ－ビス（３
－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（２，２’－ａｚｉｎｏ－ｂｉｓ（３－ｅ
ｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ－６－ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ））（ＡＢＴ
Ｓ）、４－クロロ－１－ナフトール（４－ｃｈｌｏｒｏ－１－ｎａｐｔｈｏｌ）（４ＣＮ
）、及び／又はポルフィリノーゲン（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ）を含む。
【００６５】
当業者は、本明細書中で述べる単一検出分析に従って、抗体以外の結合相手が細胞抽出物
からの１つ又はそれ以上の分析物を固定し及び／又は検出するために使用され得ることを
理解するだろう。そのような結合相手の非限定的な例は、分析物のリガンド又は受容体、
分析物の基質、結合ドメイン（例えばＰＴＢ、ＳＨ２等）、アプタマー、及び同様のもの
を含む。
【００６６】
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Ｃ．近接二重検出分析
さらに他の形態では、固形腫瘍の循環細胞のような腫瘍細胞の細胞抽出物における対象と
なる特定の分析物の活性状態を検出するための分析は、優れたダイナミックレンジを有す
る、多重、ハイスループットの近接（すなわち３抗体）分析である。非限定的な例として
、この近接分析で用いられる３つの抗体は、以下の構成を備え得る：（１）分析物に特異
的な捕捉抗体；（２）分析物の活性型に特異的な検出抗体（すなわち活性状態依存抗体）
；及び（３）分析物の総量を検出する検出抗体（すなわち活性状態非依存抗体）。活性状
態依存抗体は、例えば分析物のリン酸化、ユビキチン化、及び／又は複合体形成状態を検
出することができる。活性状態依存抗体は一般的に分析物の活性型及び不活性型の両方を
検出することができる。
【００６７】
好ましい形態では、本発明は、優れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスルー
プットの免疫分析を行うための方法を提供し、この方法は、以下の工程を備える：
（ａ）複数の捕捉された分析物を形成するため、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の
分析物に特異的な複数の希釈系列の捕捉抗体と、細胞抽出物をインキュベートする工程で
あって、前記捕捉抗体が固相担体上に拘束されていることを特徴とする工程；
（ｂ）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成するため、複数の捕捉された分析物を、
対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベートする工程であって、前記検出抗体は
：
（１）促進部分で標識された複数の活性状態非依存抗体、と
（２）シグナル増幅対の第一の構成因子で標識された複数の活性状態依存抗体と、を備え
、
前記促進部分は、シグナル増幅対の第一の構成因子に向けられ且つそれと反応する酸化剤
を生成する、
ことを特徴とする工程；
（ｃ）増幅シグナルを生成するために、複数の検出可能な捕捉された分析物を、シグナル
増幅対の第二の構成因子とインキュベートする工程；及び
（ｄ）シグナル増幅対の第一及び第二の構成因子から生成された増幅シグナルを検出する
工程。
【００６８】
図１は、分析物が１つの捕捉抗体と２つの検出抗体（すなわち活性状態非依存抗体と活性
状態依存抗体）に結合した典型的な近接分析を示す。捕捉抗体１と活性状態非依存抗体２
はそれぞれ、その活性状態に非依存して分析物６に結合する。活性状態依存抗体３は、そ
の活性状態に依存して分析物に結合する（例えば活性状態依存抗体はリン酸化残基を有す
る分析物の活性型にのみ結合するだろう）。活性状態非依存抗体は、促進部分（Ｍ１で表
す、４）で標識され、そして活性状態依存抗体はシグナル増幅対の第一の構成因子（Ｍ２
で表す、５）で標識される。両方の検出抗体の分析物への結合は、促進部分を、充分に近
接した範囲（点線７の内部の領域によって描かれる）内でシグナル増幅対の第一の構成因
子に向かわせるので、促進部分によって生成されたシグナルは、シグナル増幅対の第一の
構成因子に向けられ得、結果として検出可能な及び／又は増幅可能なシグナルの生成をも
たらす。近接チャネリングのための様々な方法が当該分野で既知であり、例えばＦＲＥＴ
、時間分解蛍光－ＦＲＥＴ、ＬＯＣＩ、等を含む。近接チャネリングの利点は、本発明の
方法において使用されるように、単一の検出可能なシグナルが、全ての３つの抗体が結合
したそれらの分析物のみに対して生成され、結果として増加した分析の特異性、より低い
バックグラウンド、及び単純化された検出をもたらすことである。
【００６９】
ある実施の形態において、細胞抽出物は固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む。循環細胞は
、典型的には、例えば免疫磁気分離法、マイクロ流体分離法、ＦＡＣＳ、密度勾配遠心分
離法、及び減少法を含む当該分野において既知の１つ又はそれ以上の分離方法を用いて患
者試料から単離される。
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【００７０】
他の実施の形態において、患者試料は全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、乳
頭吸引液、リンパ液、唾液、及び／又は細針吸引物試料を含む。ある例では、全血試料は
、血漿又は血清画分及び細胞画分（すなわち細胞沈殿物）に分離される。細胞画分は典型
的に赤血球、白血球、及び／又はＣＴＣ、ＣＥＣ、ＣＥＰＣ、及び／又はＣＳＣのような
固形腫瘍の循環細胞を含む。血漿又は血清画分は、通常とりわけ、固形腫瘍の循環細胞に
よって放出される核酸（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ）及びタンパク質を含む。
【００７１】
ある例では、単離された循環細胞は、対象となる１つ又はそれ以上の抗癌剤とのインキュ
ベート前、間、及び／又は後に１つ又はそれ以上の増殖因子でインビトロにおいて活性化
され得る。刺激性の増殖因子は、上述されている。他の例では、単離された循環細胞は、
当該分野で既知の任意の技術を用いて、細胞抽出物（例えば細胞溶解物）を作製するため
に、例えば増殖因子の刺激及び／又は抗癌剤処理の後に、溶解され得る。好ましくは、細
胞溶解は、増殖因子の刺激後１～３６０分の間に開始され、より好ましくは２つの異なる
時間間隔で開始される：（１）増殖因子の刺激後、約１～５分で；及び（２）増殖因子の
刺激後、約３０～１８０分の間。代替的には、細胞溶解物は使用まで－８０℃で保存され
得る。
【００７２】
ある実施の形態において、抗癌剤は抗シグナル伝達剤（例えば、モノクローナル抗体、チ
ロシンキナーゼ阻害剤、等）、抗増殖剤、化学療法剤、及び／又は腫瘍細胞のような異常
な細胞の制御されない増殖を減らし又は止める能力を有する任意の他の化合物を含む。治
療剤のこれらの一般的な分類に該当する特異的な抗癌剤の具体例は、上記に提供されてい
る。
【００７３】
好ましい実施の形態において、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物は、複数の
シグナル伝達分子を含む。対象となるシグナル伝達分子の例は上述され、そしてこれに限
定されないが、受容体型チロシンキナーゼ、非受容体型チロシンキナーゼ、及び／又はチ
ロシンキナーゼシグナル伝達系構成要素を含む。
【００７４】
ある実施の形態において、捕捉抗体のそれぞれの希釈系列は一連の下降捕捉抗体濃度を含
む。ある例では、捕捉抗体は、アレイ上にスポットされた下降捕捉抗体濃度の設定された
数（例えば、２，３，４，５，６，７，８，９，１０，１５，２０，２５，又はそれ以上
）を含む希釈系列を作製するために少なくとも２倍（例えば、２，５，１０，２０，５０
，１００，５００，又は１０００倍）で連続的に希釈される。好ましくは、捕捉抗体の各
希釈の少なくとも２，３，４，５，又は６の反復がアレイ上にスポットされる。
【００７５】
他の実施の形態において、固相担体は、ガラス（例えばガラススライド）、プラスチック
、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙、膜（例えば、ナイロン、ニトロセルロース、
ＰＶＤＦ、等）、繊維束、又はあらゆる他の適した基質を含む。好ましい実施の態様にお
いて、捕捉抗体は、例えばＦＡＳＴ（商標登録）スライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．；Ｆ
ｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，ＮＪ）のようなニトロセルロースポリマーで覆われたガラスス
ライド上に拘束される。
【００７６】
ある例では、細胞抽出物は固相担体上にすでに拘束された捕捉抗体とインキュベートされ
る。他の例では、細胞抽出物は、始めに溶液中で捕捉抗体とインキュベートされ、その後
、例えば固相担体に結合した捕捉剤と相互作用する捕捉抗体上に存在する捕捉タグを介し
て、捕捉された分析物を固定するために、固相担体と接触させられる。
【００７７】
ある実施の形態において、検出抗体は溶液中又は固相担体上に拘束された捕捉抗体と結合
した分析物とインキュベートされる。ある例では、複数の分析物を含む細胞抽出物は、始
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めに溶液中で検出抗体とインキュベートされ、その後溶液中又は固相担体上に拘束された
捕捉抗体と接触させられる。他の例では、複数の分析物を含む細胞抽出物は、先ず始めに
溶液中で捕捉抗体及び検出抗体とインキュベートされ、その後、例えば固相担体に結合し
た捕捉剤と相互作用する、捕捉抗体又は検出抗体上に存在する捕捉タグを介して、抗体－
分析物複合体を固定するため、固相担体と接触させられる。検出工程に先んじて、固定さ
れた複合体は、複合体を形成していない抗体を除去するために洗浄され得、洗浄された複
合体は、連続的に支持表面から放出され得、そして、分析されている分析物それぞれに対
する近接チャネリングが、本明細書で述べるような適切な方法によって、検出され得る。
【００７８】
担体表面がアレイに拘束された捕捉剤を含む実施の形態において、インキュベートする工
程は、反応を完了させるために全ての３つの抗体の過剰量を用いて、溶液中の複数の分析
物を含む細胞抽出物を捕捉抗体及び検出抗体と接触させることを含み得る。この方法の１
つの変形は、結果としてもたらされた抗体－分析物複合体が固体層に付着され、非結合の
抗体を取り除くために洗浄される。図２を参照すると、捕捉抗体１は捕捉タグ１０を含み
得る。複合体は、固体層に接着され且つ捕捉タグと結合した捕捉剤１１を介して固体層１
２に付着し、それによって複合体を固定している。固定された複合体は適切な緩衝液で洗
浄され、その後放出剤１３の添加によって固体層から放出される。放出剤は洗浄された複
合体の放出をもたらす任意の機構によって機能してよい。１つの実施の形態において、捕
捉タグは放出剤によって認識され、切断される切断部位を備える。他の実施の形態におい
て、図２に示すように、放出剤は、捕捉剤に結合することに対して捕捉タグと競合する。
例えば、捕捉剤は、捕捉抗体に付着された部分的に相補するオリゴヌクレオチド（すなわ
ち捕捉タグ）とハイブリダイズする第一のオリゴヌクレオチドであってもよく；そして放
出剤は、捕捉剤と完全に相補するオリゴヌクレオチドであってもよく、結果、固体層から
洗浄された複合体の鎖の置換及び放出をもたらす。使用され得る適切な捕捉タグ／捕捉剤
／放出剤の他の例は、これに限定されないが、２，４－ジニトロフェノール（２，４－ｄ
ｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ）（ＤＮＰ）／抗－ＤＮＰ抗体（ａｎｔｉ－ＤＮＰａｎｔｉｂ
ｏｄｙ）／２，４－ＤＮＰリジン（２，４－ＤＮＰ ｌｙｓｉｎｅ）；Ｔ２／抗－Ｔ３抗
体（ａｎｔｉ－Ｔ３ ａｎｔｉｂｏｄｙ）／Ｔ３；ウアバイン（ｏｕａｂａｉｎ）／抗－
ジゴキシン抗体Ａ（ａｎｔｉ－ｄｉｇｏｘｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ）／ジゴキシン（ｄｉｇ
ｏｘｉｎ）；及びデチオビオチン（ｄｅｔｈｉｏｂｉｏｔｉｎ）ストレプトアビジン（ｓ
ｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ）／ビオチン（ｂｉｏｔｉｎ）（例えばＩｓｈｉｋａｗａら、Ｊ
．Ｃｌｉｎ．ＬａｂＡｎａｌ．，１２：９８－１０７（１９９８）を参照）。
【００７９】
洗浄された複合体が固体層から放出された後、それは：（１）捕捉抗体上に捕捉タグを特
異的に結合するアレイに拘束された捕捉分子を含む担体表面と接触させられ、又は（２）
解離され、そして解離された検出抗体は、検出抗体上の捕捉タグと特異的に結合する捕捉
剤を含む担体表面と接触させられる。図２は、洗浄された複合体が解離され、そして解離
された検出抗体が担体表面１４と接触させられる実施の形態を示す。担体表面は「アドレ
ス可能な（ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ）」又は「ジップコード（ｚｉｐｃｏｄｅ）」アレイ
に拘束された複数の捕捉分子を含む。このアレイの各異なる領域は、活性状態非依存抗体
２又は活性状態依存抗体３上に存在する捕捉タグ８に特異的に結合する特徴のある捕捉剤
９を含み、それによってアレイにおけるタグ付けされた検出抗体を拘束し、組織化する。
好ましい実施の形態において、捕捉剤及び捕捉タグは互いに特異的にハイブリダイズする
オリゴヌクレオチドである。オリゴヌクレオチド捕捉分子を含むアドレス可能なアレイは
、当該分野ではよく知られている（例えばＫｅｒａｍａｓら、ＬａｂＣｈｉｐ，４：１５
２－１５８（２００４）；Ｄｅｌｒｉｏ－Ｌａｆｒｅｎｉｅｒｅら、Ｄｉａｇ．Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，４８：２３－３１（２００４）を参照）。
【００８０】
アレイの各異なる領域での検出抗体の存在は、促進部分（Ｍ１で表す、４）又はシグナル
増幅対の第一の構成因子（Ｍ２で表す、５）のような部位で直接的に又は間接的に検出さ
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れ得る。直接的に検出され得る部位の例は、フルオロフォア、クロモフォア（ｃｈｒｏｍ
ｏｐｈｏｒｅ）、金コロイド、着色ゴム等を含む。１つの実施の形態において、両方の部
位は、非依存的に選択されたフルオロフォアである。区別可能な読み出し情報を提供し、
一方で互いに非常に近接している、例えばＣｙ３／Ｃｙ５、Ｃｙ５／フィコエルトリン（
ｐｈｙｃｏｅｒｔｈｒｉｎ）、及び同様のものに例示される、任意のフルオロフォア対が
使用され得る。代替的には、オリゴヌクレオチドのアドレス可能なアレイが用いられると
、両方の部位が異なるジップコードに伝達される同一のフルオロフォアであり得る。レー
ザースキャニング共焦点顕微鏡法は、アレイ上に接着したフルオロフォア部位を検出する
ために使用され得る。鎖置換分析のような、検出に先んじて複合体がアレイから放出され
るアレイにおいて、フルオロフォア部位を検出するための適切な方法は、キャピラリーフ
ロー共焦点レーザー誘起蛍光法、ナノＨＰＬＣ（ｎａｎｏ－ＨＰＬＣ）、電気泳動等を含
む。
【００８１】
ある実施の形態において、活性状態非依存抗体はさらに、検出可能な部位を備える。その
ような例では、検出可能な部位の量は、細胞抽出物における１つ又はそれ以上の分析物の
量に相関する。検出可能な部位の具体例は、これに限定されないが、蛍光標識、化学反応
標識、酵素標識、放射性標識、及び同様のものが含まれる。好ましくは、検出可能な部位
は、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（登録商標）染色液（例えばＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商
標）６４７）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒ
ｅｇｏｎ Ｇｒｅｅｎ（登録商標）；ローダミン、テキサスレッド、テトラローダミンイ
ソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（登録商標）蛍光試薬（例えばＣｙ２，Ｃ
ｙ３，Ｃｙ５）及び同様のものに例示されるフルオロフォアである。検出可能な部位は、
当該分野でよく知られた方法を用いて、直接的に又は間接的に活性状態非依存抗体に共役
することができる。
【００８２】
ある例では、活性状態非依存抗体は、促進部分で直接標識される。促進部分は、当該分野
でよく知られた方法を用いて、活性状態非依存抗体に連結され得る。本発明の使用に適し
た促進部分は、その促進部分に近接した（すわなち、空間的に近く又は接近した）他の分
子に向かわせ（すなわち、それへと方向付け）且つそれと反応する（すなわち結合し、結
合され、又は複合体を形成する）酸化剤を生成することが可能なあらゆる分子を含む。促
進部分の例は、これに限定されないが、電子受容体として分子酸素（Ｏ２）を含む酸化／
還元反応に触媒作用を及ぼすグルコースオキシダーゼ又はあらゆる他の酵素に例示される
酵素、及びメチレンブルー（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ）、ローズベンガル（ｒｏｓｅ
 ｂｅｎｇａｌ）、ポルフィリン（ｐｏｒｐｈｙｒｉｎ）、スクアレート染色剤（ｓｑｕ
ａｒａｔｅ ｄｙｅ）、フタロシアニン（ｐｈｔｈａｌｏｃｙａｎｉｎｅ）、及び同様の
ものに例示される光増感剤を含む。酸化剤の非限定的な例は、過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）、
一重項酸素、及び酸化／還元反応において酸素原子を移し、又は電子を獲得するあらゆる
他の化合物を含む。好ましくは、適切な基質（例えばグルコース、光等）の存在下で、促
進部分（例えば、グルコースオキシダーゼ、光増感剤等）が、２つの部位が互いに近接す
るときに、シグナル増幅対の第一の構成因子（例えば、西洋わさびペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）、保護基によって保護されたハプテン、酵素阻害剤とチオエーテル結合によって不
活性化された酵素等）に向かわせ且つそれと反応する酸化剤（例えば、過酸化水素（Ｈ２

Ｏ２）、一重項酸素等）を生成する。
【００８３】
他の例では、活性状態非依存抗体は、活性状態非依存抗体に共役したオリゴヌクレオチド
リンカーと促進部分に共役した相補ヌクレオチドリンカーとの間のハイブリダイゼーショ
ンを介して促進部分で間接的に標識される。オリゴヌクレオチドリンカーは、促進部分又
は当該分野でよく知られた方法を用いて活性状態非依存抗体に連結され得る。ある実施の
形態において、促進部分に共役したオリゴヌクレオチドリンカーは、活性状態非依存抗体
に共役したオリゴヌクレオチドリンカーと１００％の相補性を有する。他の実施の形態に
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おいて、オリゴヌクレオチドリンカー対は、例えば厳格なハイブリダイゼーション条件下
でのハイブリダイゼーションにおいて少なくとも１，２，３，４，５，６，又はそれ以上
のミスマッチ領域を備える。当業者は、異なる分析物に特異的な活性状態非依存抗体が同
一のオリゴヌクレオチドリンカー又は異なるオリゴヌクレオチドリンカーのいずれにも共
役され得ることを理解している。
【００８４】
促進部分又は活性状態非依存抗体に共役したオリゴヌクレオチドリンカーの長さは、可変
である。一般的に、リンカー配列は長さが少なくとも約５，１０，１５，２０，２５，３
０，３５，４０，４５，５０，７５，又は１００ヌクレオチドであり得る。典型的に、ラ
ンダムなヌクレオチド配列が連結のために生成される。非限定的な例として、ヌクレオチ
ドリンカーのライブラリーが３つの独特の隣接ドメインを有するように設計され得る：ス
ペーサードメイン；署名ドメイン（ｓｉｇｎａｔｕｒｅｄｏｍａｉｎ）；及び共役ドメイ
ン。好ましくは、オリゴヌクレオチドリンカーは、それらが共役される促進部分又は活性
状態非依存抗体の機能を破壊することのない効率的な連結のために設計される。
【００８５】
オリゴヌクレオチドリンカー配列は、様々な分析条件下であらゆる二次構造形成を避け又
は最小化するよう設計され得る。溶解温度は、典型的には、分析の全工程におけるそれら
の関与を許容するようリンカー内の各部分に対して注意深く監視される。一般的に、リン
カー配列の部分の溶解温度の範囲は、５℃以下である。規定されたイオン濃度下における
溶解温度、二次構造、及びヘアピン構造を決定するためのコンピュータアルゴリズム（例
えばＯＬＩＧＯ６．０）は各リンカー内における３つの異なるドメインの各々を解析する
ために使用され得る。全ての組み合わせ配列はまた、それらの構造上の特徴と他の共役し
たオリゴヌクレオチドリンカー配列との比較可能性、例えばそれらが厳密なハイブリダイ
ゼーション条件下で相補するオリゴヌクレオチドリンカーとハイブリダイズするかどうか
、に関して分析され得る。
【００８６】
オリゴヌクレオチドリンカーのスペーサードメインは、オリゴヌクレオチドの架橋部位か
らの共役ドメインの適切な分離を提供する。共役ドメインは、相補するヌクレオチドリン
カー配列で標識された分子を、核酸ハイブリダイゼーションを介して共役ドメインと連結
するのに働く。核酸を介したハイブリダイゼーションは、抗体－分析物（すなわち抗原）
複合体の形成前又は後のいずれかで実行され得、より柔軟性のある分析構成を提供する。
多くの直接抗体共役法とは異なり、抗体又は他の分子に比較的小さいオリゴヌクレオチド
を連結することは、標的分析物への抗体の特異親和性又は共役した分子の機能に対してわ
ずかな影響しか及ぼさない。
【００８７】
ある実施の形態において、オリゴヌクレオチドリンカーの署名配列ドメインは、複合体重
合化タンパク質分析（ｃｏｍｐｌｅｘｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａ
ｙにおいて使用され得る。多様な抗体が、異なる署名配列とオリゴヌクレオチドリンカー
で共役され得る。多重化免疫分析において、適切なプローブで標識されたリポーターオリ
ゴヌクレオチド配列は、多重化分析の形式において、抗体と抗原との間のクロスハイブリ
ダイゼーションを検出するために使用され得る。
【００８８】
オリゴヌクレオチドリンカーは、様々な異なる方法を用いて、抗体又は他の分子に共役さ
れ得る。例えば、オリゴヌクレオチドリンカーは、５’又は３’末端のいずれかにおける
チオール基とともに合成され得る。チオール基は、還元剤（例えば、ＴＣＥＰ－ＨＣｌ）
を用いて脱保護され得、結果として生じるリンカーは脱塩回転カラムを用いることによっ
て精製され得る。結果として生じる脱保護オリゴヌクレオチドリンカーは、ＳＭＣＣのよ
うなヘテロ二官能性架橋剤を用いて抗体の第一級アミン又は他の種類のタンパク質に共役
され得る。代替的には、オリゴヌクレオチドの５’－リン酸基は、リン酸エステルを形成
するために水溶性カルボジイミドＥＤＣで処理され、その後、アミン含有分子に共役され
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得る。ある例では、３’－リボース残基のジオールは、酸化されてアルデヒド基になり、
その後、還元的アミノ化を用いて核酸のアミン基又は他の種類のタンパク質に共役され得
る。他の例では、オリゴヌクレオチドリンカーは、３’又は５’末端のビオチン修飾とと
もに合成され、ストレプトアビジン標識分子に共役され得る。
【００８９】
オリゴヌクレオチドリンカーは、Ｕｓｍａｎら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０９
：７８４５（１９８７）；Ｓｃａｒｉｎｇｅら、Ｎｕｃｌ．ＡｃｉｄｓＲｅｓ．，１８：
５４３３（１９９０）；Ｗｉｎｃｏｔｔら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．，２３：２
６７７－２６８４（１９９５）；及びＷｉｎｃｏｔｔら、ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌ．Ｂｉｏ
．，７４：５９（１９９７）に開示されるような、当該分野で既知のあらゆる様々な技術
を用いて合成され得る。一般的に、オリゴヌクレオチドの合成は、５’末端にジメトキシ
トリチル（ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｔｒｉｔｙｌ）と３’末端にホスホラミダイト（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ）のような共通の核酸保護及び共役基を用いる。オリゴヌクレオ
チド合成に適した試薬、核酸脱保護のための方法、及び核酸精製のための方法は当業者に
既知である。
【００９０】
ある例では、活性状態依存抗体はシグナル増幅対の第二の構成因子で直接標識される、シ
グナル増幅対の構成因子は当該分野でよく知られた方法を用いて活性状態依存抗体に連結
され得る。他の例では、活性状態依存抗体は、活性状態依存抗体に共役した結合対の第一
の構成因子とシグナル増幅対の第一の構成因子に共役した結合対の第二の構成因子との間
の結合を介して、シグナル増幅対の第一の構成因子で間接的に標識される。結合対の構成
因子（例えばビオチン／ストレプトアビジン）は、当該分野でよく知られた方法を用いて
シグナル増幅対の構成因子又は活性状態依存抗体に連結され得る。シグナル増幅対の構成
因子の具体例は、これに限定されないが、西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、カタ
ラーゼ、クロロペルオキシダーゼ、シトクロームＣペルオキシダーゼ、好酸球ペルオキシ
ダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、ミエロペルオキシダ
ーゼ、チロイドペルオキシダーゼ、デヨードナーゼ、及び同様のものを含む。シグナル増
幅対構成因子の他の具体例は、保護基によって保護されたハプテン及び酵素阻害剤とのチ
オエーテル結合によって不活性化された酵素を含む。
【００９１】
捕捉抗体、活性状態非依存抗体、及び活性状態依存抗体は、典型的には、分析物との結合
に関して、それらの間における競合が最小化される（すなわち全ての抗体が同時に対応す
るシグナル伝達分子に結合することができる）ように選択される。
【００９２】
近接チャネリングの１つの例において、促進部分はグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）であ
り、シグナル増幅対の第一の構成因子は西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である。
ＧＯがグルコースのような基質と接触すると、それは酸化剤（すなわち過酸化水素（Ｈ２

Ｏ２））を生成する。ＨＲＰがＧＯとチャネリングする隣接範囲内にあると、ＧＯによっ
て生成されたＨ２Ｏ２は、シグナル増幅対の第二の構成因子（例えば、ルミノール（ｌｕ
ｍｉｎｏｌ）又はイソルミノール（ｉｓｏｌｕｍｉｎｏｌ）のような化学発光基質、又は
チラミド（ｔｙｒａｍｉｄｅ）（例えばビオチン－チラミド）、ホモバニリン酸（ｈｏｍ
ｏｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄ）又は４－ヒドロキシフェニル酢酸（４－ｈｙｄｒｏｘｙｐ
ｈｅｎｙｌ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ）のような蛍光性基質）の存在下で増幅シグナルを生
成する、ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２複合体を形成するためにＨＲＰに向けられ且つそれと複合体を
形成する。近接分析におけるＧＯとＨＲＰを用いる方法は、例えば、Ｌａｎｇｒｙら、Ｕ
．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆＥｎｅｒｇｙ Ｒｅｐｏｒｔ Ｎｏ．ＵＣＲＬ－ＩＤ－１３６７９７
（１９９９）に開示される。ビオチン－チラミドがシグナル増幅対の第二の構成因子とし
て用いられるとき、ＨＲＰ－Ｈ２Ｏ２複合体はチラミドを酸化して隣接する求核残基に共
有的に結合する反応性チラミドラジカルを生成する。活性型チラミドは、直接検出され、
又は、例えばストレプトアビジン標識フルオロフォア又はストレプトアビジン標識ペルオ
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キシダーゼと発色試薬との組み合わせのようなシグナル検出試薬の添加に応じて検出され
る。本発明の使用に適したフルオロフォアの具体例は、これに限定されないが、Ａｌｅｘ
ａＦｌｕｏｒ（登録商標）染色液（例えばＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（登録商標）５５５）
、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、Ｏｒｅｇｏｎ Ｇ
ｒｅｅｎ（登録商標）；ローダミン、テキサスレッド、テトラローダミンイソチオシアネ
ート（ＴＲＩＴＣ）、ＣｙＤｙｅ（登録商標）蛍光試薬（例えばＣｙ２，Ｃｙ３，Ｃｙ５
）及び同様のものを含む。ストレプトアビジン標識は、当該分野においてよく知られた方
法を用いてフルオロフォア又はペルオキシダーゼに直接的に又は間接的に連結され得る。
本発明の使用に適した発光試薬の非限定的な例は、３，３’，５，５’－テトラメチルベ
ンジジン（ＴＭＢ）、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、２，２’－アジノ－ビ
ス（３－エチルベンゾチアゾリン－６－スルホン酸）（ＡＢＴＳ）、４－クロロ－１－ナ
フトール（４ＣＮ）、及び／又はポルフィリノーゲンを含む。
【００９３】
近接チャネリングの他の例では、促進部分は光増感剤であり、シグナル増幅対の第一の構
成因子は特異的な結合相手（例えば、リガンド、抗体等）へのハプテンの結合を避ける保
護基で保護された複数のハプテンで標識された巨大分子である。例えば、シグナル増幅対
の構成因子は、ビオチン、クマリン（ｃｏｕｍａｒｉｎ）、及び／又はフルオレセイン分
子で標識されたデキストラン分子であり得る。適切な保護基は、これに限定されないが、
フェノキシ、アニリノ（ａｎａｌｉｎｏ－）、オレフィン、チオエーテル、及びセレノエ
ーテル保護基を含む。本発明の近接分析における使用に適した付加的な光増感剤及び保護
されたハプテン分子は、米国特許第５，８０７，６７５号に開示される。光増感剤が光で
励起されると、それは酸化剤（すなわち一重項酸素）を生成する。ハプテン分子が光増感
剤と隣接してチャネリングする範囲内にあると、光増感剤によって生成された一重項酸素
がカルボニル基（ケトン又はアルデヒド）及びスルフィン酸を得るためにハプテンの保護
基におけるチオエーテルに向けられ、それと反応し、ハプテンから保護基を放出する。保
護されていないハプテンは、その後、シグナル増幅対の第二の構成因子（例えば検出可能
なシグナルを生成することができる特異的な結合相手）と特異的に結合するために使用さ
れ得る。例えば、ハプテンがビオチンであるとき、特異的な結合相手は酵素標識されたス
トレプトアビジンであり得る。典型的な酵素は、アルカリホスファターゼ（ａｌｋａｌｉ
ｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）、β－ガラクトシダーゼ（β－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓ
ｅ）、ＨＲＰ等を含む。結合していない試薬を除去するための洗浄後、検出可能なシグナ
ルは、その酵素の検出可能な（例えば、蛍光性、化学発光性、発色性等）基質を添加する
ことによって生成され、当該分野で既知の適切な方法と装置を用いて検出され得る。代替
的には、検出可能なシグナルは、チラミドシグナル増幅を用いて増幅され得、活性化され
たチラミドは直接検出され又は上述したシグナル検出試薬の添加により検出される。
【００９４】
近接チャネリングのさらに他の例では、促進部分は光増感剤であり、シグナル増幅対の第
一の構成因子は酵素－阻害剤複合体である。酵素と阻害剤（例えば、ホスホン酸標識デキ
ストラン）は、切断可能なリンカー（例えば、チオエーテル）によって互いに連結される
。光増感剤が光で励起されると、それは酸化剤（例えば一重項酸素）を生成する。酵素－
阻害剤複合体が光増感剤とチャネリングする隣接距離内にあると、光増感剤によって生成
された一重項酸素が切断可能なリンカーに向けられ、それと反応し、酵素から阻害剤を放
出し、それによって酵素を活性化する。酵素基質は、検出可能なシグナルを生成するため
に添加され、又は代替的には、増幅剤が増幅シグナルを生成するために添加される。
【００９５】
近接チャネリングのさらなる例では、促進部分はＨＲＰであり、シグナル増幅対の第一の
構成因子は保護されたハプテン又は上述したような酵素－阻害剤複合体であり、そして保
護基はｐ－アルコキシフェノールを含む。フェニレンジアミン（ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉ
ａｍｉｎｅ）とＨ２Ｏ２の添加は、露出したハプテン又は反応性酵素を得るために、保護
されたハプテン又は酵素－阻害剤複合体に向けられ、ｐ－アルコキシフェノール保護基と
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反応する、反応性フェニレンジイミン（ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉｉｍｉｎｅ）を生成する
。増幅シグナルは上述のように生成され、検出される（例えば、米国特許第５，５３２，
１３８号及び第５，４４５，９４４号参照）。
【００９６】
当業者は、抗体以外の結合相手が、この明細書で述べられる近接（すなわち３抗体）分析
に関して細胞抽出物からの１つ又はそれ以上の分析物を固定し及び／又は検出するために
用いられ得ることを理解している。そのような結合相手の非限定的な例は、分析物のリガ
ンド又は受容体、分析物の基質、結合ドメイン（例えば、ＰＴＢ，ＳＨ２等）、アプタマ
ー、及び同様のものを含む。
【００９７】
Ｄ．キット
さらなる態様において、本発明は上述した抗体に基づくアレイ方法を実行するためのキッ
トを提供し、以下の構成を備える：（ａ）固相担体上に拘束された複数の捕捉抗体の希釈
系列；及び（ｂ）複数の検出抗体（例えば、活性状態非依存抗体、及び／又は活性状態依
存抗体）。ある例では、このキットはさらに、固形腫瘍の循環細胞の複数のシグナル伝達
分子の活性状態を検出するためにこのキットを用いる方法のための使用説明書を含むこと
ができる。このキットはまた、例えば、シグナル増幅対の第一及び第二の構成因子、チラ
ミドシグナル増幅試薬、促進部分のための基質、洗浄緩衝液、捕捉／放出試薬等のような
、本発明の特異的な方法を実行することに関する上述したあらゆる付加的な試薬を包含し
てもよい。
【００９８】
ＩＶ．抗体アレイの構築
ある形態において、本発明は、固相担体上に拘束された捕捉抗体の希釈系列を用いて、固
形腫瘍の循環細胞の細胞抽出物における複数のシグナル伝達分子の活性状態を検出するた
めの抗体に基づくアレイを提供する。本発明の分析において使用されるアレイは、典型的
には、異なるアドレス可能な位置における固相担体の表面に連結された一定範囲の捕捉抗
体濃度の複数の異なる捕捉抗体を含む。
【００９９】
固相担体は、タンパク質を固定するために適したあらゆる基質を含み得る。固相担体の具
体例は、これに限定されないが、ガラス（例えば、ガラススライド）、プラスチック、チ
ップ、ピン、フィルター、ビーズ（例えば、磁気ビーズ、ポリスチレンビーズ等）、紙、
膜、繊維束、ゲル、金属、セラミック、及び同様のものを含む。ナイロン（Ｂｉｏｔｒａ
ｎｓ（登録商標），ＩＣＮＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．（Ｃｏｓｔａ Ｍｅｓａ，
ＣＡ）；Ｚｅｔａ－Ｐｒｏｂｅ（登録商標），Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ
ｓ（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ））、ニトロセルロース（Ｐｒｏｔｒａｎ（登録商標），Ｗ
ｈａｔｍａｎＩｎｃ．（Ｆｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，ＮＪ））、及びＰＶＤＦ（Ｉｍｍｏ
ｂｉｌｏｎ（登録商標）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｃｏｒｐ．（Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ
））のような膜は、本発明のアレイにおける固相担体としての使用に適している。好まし
くは、捕捉抗体は、ニトロセルロースポリマーでコートされたガラススライド、例えばＷ
ｈａｔｍａｎＩｎｃ．（Ｆｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，ＮＪ）から市販で入手できるＦＡＳ
Ｔ（商標登録）スライド上に拘束される。
【０１００】
望ましい固相担体の特定の態様は、多量の捕捉抗体と結合できること、最小限の変性で捕
捉抗体と結合できること、及び他のタンパク質に結合できないことを含む。他の適した態
様は、捕捉抗体を含む抗体溶液が固相担体に塗布されるときに固相担体が最小限の「ウィ
ッキング（ｗｉｃｋｉｎｇ）」を示すことである。最小限のウィッキングを有する固相担
体は、担体に塗布された少量の分割量の捕捉抗体溶液が、結果として固定された捕捉抗体
の小さく、明確なスポットとなることを許容する。
【０１０１】
捕捉抗体は、典型的には、共有結合又は非共有結合の相互作用（例えばｍイオン結合、疎
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水性相互作用、水素結合、ファンデルワールス力、双極子－双極子相互作用）を介して固
相担体上に直接的に又は間接的に（例えば捕捉タグを介して）拘束される。ある実施の形
態において、捕捉抗体は、標準的な架橋方法と条件を用いたホモ二官能性又はヘテロ二官
能性架橋剤を用いて固相担体に共有結合される。適した架橋剤は、例えばＰｉｅｒｃｅＢ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）のような製造元から市販で入手で
きる。
【０１０２】
本発明のアレイを生成するための方法は、これに限定されないが、タンパク質又は核酸ア
レイを構築するために使用されるあらゆる技術を含む。ある実施の形態において、捕捉抗
体は、典型的にはスプリットピン、ブラントピン、又はインクジェットプリンティングを
備えるロボティック印刷装置であるマイクロスポッターを用いてアレイ上にスポットされ
る。この明細書において述べる抗体アレイを印刷するために適したロボットシステムは、
ＣｈｉｐＭａｋｅｒ２スプリットピン（ＴｅｌｅＣｈｅｍ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
；Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）を有するＰｉｘＳｙｓ ５０００ロボット（Ｃａｒｔｅｓ
ｉａｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；Ｉｒｖｉｎｅ，ＣＡ）の他に、ＢｉｏＲｏｂｉｃｓ
（Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）及びＰａｃｋａｒｄＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ Ｃｏ．（Ｍｅｒｉｄ
ｅｎ，ＣＴ）から入手できる他のロボティック印刷装置を含む。好ましくは、各捕捉抗体
の希釈の少なくとも２，３，４，５，又は６の反復がアレイ上にスポットされる。
【０１０３】
本発明の抗体アレイを生成するための他の方法は、規定量の液体を固相担体に引き込むた
めに効果的な条件下で固相担体上にキャピラリー分注器を接触させこることにより各選択
されたアレイの位置に既知量の捕捉抗体の希釈液を分注する工程を備え、この工程は、完
全なアレイを作製するように各選択されたアレイ位置で選択された捕捉抗体希釈液を用い
て繰り返される。この方法は、溶液沈着工程が、各繰り返しサイクルで各々の複数の固相
担体上の選択された位置に適用される、複数のそのようなアレイを形成することに用いら
れてもよい。そのような方法のさらなる説明は、例えば米国特許第５，８０７，５２２号
に開示されている。
【０１０４】
ある例では、紙に印刷するためのデバイスは、本発明の抗体アレイを生成するために使用
され得る。例えば、所望の捕捉抗体濃度がデスクトップジェットプリンターのプリントヘ
ッド部に取り込まれ、適切な固相担体に印刷され得る（例えば、Ｓｉｌｚｅｌら、Ｃｌｉ
ｎ．Ｃｈｅｍ．，４４：２０３６－２０４３（１９９８）を参照）。
【０１０５】
ある実施の形態において、固相担体上に生成されたアレイは、少なくとも約５スポット／
ｃｍ２、好ましくは少なくとも約１０，２０，３０，４０，５０，６０，７０，８０，９
０，１００，１１０，１２０，１３０，１４０，１５０，１６０，１７０，１８０，１９
０，２００，２１０，２２０，２３０，２５０，２７５，３００，３２５，３５０，３７
５，４００，４２５，４５０，４７５，５００，５５０，６００，６５０，７００，７５
０，８００，８５０，９００，９５０，１０００，２０００，３０００，４０００，５０
００，６０００，７０００，８０００，９０００、又は１０，０００スポット／ｃｍ２の
密度を有する。
【０１０６】
ある例では、固相担体上のスポットは各々、異なる捕捉抗体を提示する。他の例では、固
相担体上の複数のスポットが、例えば一連の下降捕捉抗体濃度を含む希釈系列として、同
一の捕捉抗体を提示する。
【０１０７】
固相担体上に抗体アレイを準備し、構築するための方法の追加の例は、米国特許第６，１
９７，５９９号、第６，７７７，２３９号、第６，７８０，５８２号、第６，８９７，０
７３号、第７，１７９，６３８号及び第７，１９２，７２０号；米国特許出願第２００６
０１１５８１０号、第２００６０２６３８３７号、第２００６０２９２６８０号、及び第
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２００７００５４３２６号；及びＶａｒｎｕｍら、ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
２６４：１６１－１７２（２００４）に開示される。
【０１０８】
抗体アレイを走査する方法は、当該分野では既知であり、これに限定されないが、タンパ
ク質又は核酸アレイを走査するために使用されるあらゆる技術を含む。本発明の使用に適
したマイクロアレイスキャナーは、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ（Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）、Ａ
ｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｐａｌｏ Ａｌｔｏ，ＣＡ）、Ａｐｐｌｉｅｄ 
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（Ｉｓｓａｑｕａｈ，ＷＡ）、ＧＳＩ Ｌｕｍｏｎｉｃｓ Ｉｎｃ．（
Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）、及びＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｕｎｉｏｎ Ｃｉ
ｔｙ，ＣＡ）から入手できる。非限定的な例として、蛍光検出のためのＧＳＩ Ｓｃａｎ
Ａｒｒａｙ３０００は、定量のためのＩｍａＧｅｎｅソフトウェアとともに使用され得る
。
【０１０９】
Ｖ．抗体の作製
本発明に関して希少循環細胞におけるシグナル伝達分子の活性状態及び／又は総量を分析
するためにまだ市販で入手できない抗体の生成及び選択は、様々な方法で達成できる。例
えば、１つの方法は、対象となるポリペプチド（すなわち抗原）を当該分野で既知のタン
パク質発現及び精製方法を用いて、発現し及び／又は生成することであり、一方、他の方
法は、当該分野で既知の固層ペプチド合成法を用いて対象のポリペプチドを合成すること
である。例えば、Ｇｕｉｄｅｔｏ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｍｕｒｒ
ａｙ Ｐ．Ｄｅｕｔｃｈｅｒ，ｅｄ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，Ｖｏｌ．１８２（
１９９０）；ＳｏｌｉｄＰｈａｓｅ Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｇｒｅｇ Ｂ
．Ｆｉｅｌｄｓ，ｅｄ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，Ｖｏｌ．２８９（１９９７）；
Ｋｉｓｏら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ．，３８：１１９２－９９（１９９０）；
Ｍｏｓｔａｆａｖｉら、Ｂｉｏｍｅｄ．Ｐｅｐｔ．ＰｒｏｔｅｉｎｓＮｕｃｌｅｉｃ Ａ
ｃｉｄｓ，１：２５５－６０，（１９９５）；及びＦｕｊｉｗａｒａら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈ
ａｒｍ．Ｂｕｌｌ．，４４：１３２６－３１（１９９６）を参照する。精製され又は合成
されたポリペプチドは、その後、ポリクローナル又はモノクローナル抗体を作製するため
に、例えばマウス又はウサギに注射され得る。当業者は、例えばＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，
ＡＬａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗ ａｎｄ Ｌａｎｅ，Ｅｄｓ．，Ｃ
ｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ ＳｐｒｉｎｇＨａ
ｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８８）に記載されているように、多くの手法が抗体の生成のた
めに利用できることを認識するだろう。当業者はまた、抗体を模倣した結合断片又はＦａ
ｂ断片が様々な手法によって遺伝子情報から準備され得ることを認識しているだろう（例
えば、ＡｎｔｉｂｏｄｙＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａ
ｃｈ，Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ，Ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ
，Ｏｘｆｏｒｄ（１９９５）；及びＨｕｓｅら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４９：３９１
４－３９２０（１９９２）を参照）。
【０１１０】
加えて、様々な刊行物が、選択された標的抗原に結合するためのポリペプチドライブラリ
ーを構築し、スクリーニングするためのファージディスプレイ技術の使用を報告している
（例えば、Ｃｗｉｒｌａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７：６
３７８－６３８２（１９９０）；Ｄｅｖｌｉｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９：４０４－４
０６（１９９０）；Ｓｃｏｔｔら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４９：３８６－３８８（１９９０
）；及びＬａｄｎｅｒら、米国特許第５，５７１，６９８号を参照）。ファージディスプ
レイ法の基本的な概念は、ファージＤＮＡによってコードされたポリペプチドと標的抗原
との間の物理的な結合の構築である。この物理的結合は、ポリペプチドをコードするファ
ージ染色体を囲い込むカプシドの一部としてポリペプチドを提示するファージ粒子によっ
て提供される。ポリペプチドとそれらの遺伝物質との間の物理的結合の構築は、異なるポ
リペプチドを有する非常に多くのファージの同時多量スクリーニングを許容する。標的抗
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原に対する親和性のあるポリペプチドを提示するファージは標的抗原に結合し、これらフ
ァージは標的抗原に対する親和性スクリーニングによって濃縮される。これらファージか
ら提示されるポリペプチドの正体は、それらの各染色体から決定され得る。これらの方法
を用いて、所望の標的抗原に対する結合親和性を有すると同定されたポリペプチドは、そ
の後、従来法によって多量に合成され得る（例えば、米国特許第６，０５７，０９８号を
参照）。
【０１１１】
これらの方法によって生成された抗体は、その後、対象となる精製ポリペプチド抗原との
親和性及び特異性に対する第一のスクリーニングによって選択され得、必要であれば、そ
の結果を、結合から除かれることが期待される他のポリペプチド抗原との抗体の親和性と
特異性と比較する。スクリーニング手法は、マイクロタイタープレートの各々の穴におけ
る精製されたポリペプチド抗原の固定を含むことができる。潜在的な抗体又は抗体群を有
する溶液は、その後、各マイクロタータープレートに置かれ、約３０分から２時間インキ
ュベートされる。マイクロタイターの穴は、その後洗浄され、標識化された２次抗体（例
えば、作られた抗体がマウス抗体であれば、アルカリホスファターゼに結合された抗－マ
ウス抗体）がその穴に添加され、約３０分間インキュベートされ、その後洗浄される。基
質がその穴に添加され、固定されたポリペプチド抗原に対する抗体が存在するところに呈
色反応が現れるだろう。
【０１１２】
そのように同定された抗体は、その後さらに親和性と特異性について解析され得る。標的
タンパク質に対する免疫分析の構築において、精製された標的タンパク質は、選択された
抗体を用いた免疫分析の感度と特異性を判定するための標準として働く。様々な抗体の結
合親和性は異なる、例えばある抗体の組み合わせは、立体的に他のものを妨げるかもしれ
ないため、抗体の分析の性能は、その抗体の絶対的な親和性と特異性よりも重要な基準で
あるかもしれない。
【０１１３】
当業者は、抗体又は結合断片を作製し、対象の様々なポリペプチドに対する親和性と特異
性に関してスクリーニングし及び選択する際に、多くの方法がとられ得るが、これらの方
法が本発明の範囲を変えるものではないことを認識するだろう。
【０１１４】
Ａ．ポリクローナル抗体
ポリクローナル抗体は、好ましくは、対象となるポリペプチド及びアジュバントの複数回
の皮下（ｓｃ）又は腹腔内（ｉｐ）注射によって動物内で上昇する。対象となるポリペプ
チドを、例えば二官能性又は誘導体化物質として用いられるスカシガイヘモシアニン（ｋ
ｅｙｈｏｌｅｌｉｍｐｅｔ ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ）、血清アルブミン、ウシサイログロ
ブリン（ｂｏｖｉｎｅ ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ）、又は大豆トリプシン阻害剤（ｓ
ｏｙｂｅａｎｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）のような、免疫された種において免
疫原性であるタンパク質キャリアに共役することは有用であるかもしれない。二官能性又
は誘導体化物質の非限定的な例は、マレイミドベンソイルスルフォスクシニミドエステル
（ｍａｌｅｉｍｉｄｏｂｅｎｚｏｙｌｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ ｅｓｔｅｒ）
（システイン残基を通した共役）、Ｎ－ヒドロキシスクシニミド（Ｎ－ｈｙｄｒｏｘｙｓ
ｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ）（リジン残基を通した共役）、グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔａ
ｒａｌｄｅｈｙｄｅ）、コハク酸無水物、ＳＯＣｌ２及びＲとＲ１が異なるアルキル基で
あるＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲを含む。
【０１１５】
動物は、対象となるポリペプチド又は免疫原性共役体又はそれらの誘導体に対して、例え
ば１００μｇ（対ウサギ）又は５μｇ（対マウス）の抗原又は共役体を３倍容量のフロイ
ント完全アジュバントを組み合わせて、そしてその溶液を複数の部位に皮内注射すること
によって免疫を与えられる。１ヶ月後、その動物は、複数の部位における皮下注射によっ
てフロイント不完全アジュバント中のポリペプチド又は複合体の元々の量の約１／５から
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１／１０でブーストされる。７日から１４日後、その動物は、採血され、その血清が抗体
力価に関して分析される。動物は、典型的には、力価が頭打ちになるまでブーストされる
。好ましくは、動物は、同一のポリペプチドの複合体でブーストされるが、異なる免疫原
性タンパク質への共役及び／又は異なる架橋剤による共役が用いられてもよい。複合体は
また、融合タンパク質として組み換え細胞培養で作られ得る。場合によっては、ミョウバ
ンのような凝集剤が免疫応答を増幅するために用いられ得る。
【０１１６】
Ｂ．モノクローナル抗体
モノクローナル抗体は、一般的に実質的に相同な抗体の集団から獲得され、即ちその集団
を構成する各抗体は、少量存在するかもしれない起こりうる自然発生変異を除き、同一で
ある。従って、「モノクローナル（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ）」という修飾語は、個々に異
なる抗体の混合物ではないという抗体の特徴を示す。例えば、モノクローナル抗体は、Ｋ
ｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５）によって開示されたハイブリ
ドーマ法を用いて、又は当業者に既知の任意の組み換えＤＮＡ法（例えば米国特許第４，
８１６，５６７号を参照）によって作製され得る。
【０１１７】
ハイブリドーマ法では、マウス又は他の適切な宿主動物（例えばハムスター）が、免疫付
与のために用いられる、対象となるポリペプチドに特異的に結合する抗体を生産する又は
生産することができるリンパ球を引き出すために上記のとおり免疫される。代替的には、
リンパ球がインビトロで免疫される。免役されたリンパ球は、その後、ハイブリドーマ細
胞を形成するため、ポリエチレングリコールのような適切な融合剤を用いて骨髄腫細胞と
融合される（例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒ
ｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ．５
９－１０３（１９８６）を参照）。このように用意されたハイブリドーマ細胞は、好まし
くは、融合されていない親骨髄腫細胞の増殖又は生存を阻害する一つ又はそれ以上の基質
を含む適切な培地に植えて増殖させる。例えば、親骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングア
ニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマ細胞
のための培地は、一般的に、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を阻止する、ヒポキサンチン、ア
ミノプテリン、及びチミジンを含むだろう（ＨＡＴ培地）。
【０１１８】
好ましい骨髄腫細胞は、効果的に融合され、選択された抗体生産細胞による安定した、高
レベルの抗体生産を支え、及び／又はＨＡＴ培地のような培地に感受性があるものである
。ヒトモノクローナル抗体の生産のための、そのような望ましい骨髄腫細胞系統の例は、
これ限定されないが、ＭＯＰＣ－２１及びＭＰＣ－１１マウス腫瘍のようなネズミ科動物
（ｍｕｒｉｎｅ）の骨髄腫細胞（ｔｈｅＳａｌｋ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｃｅｌｌ Ｄｉｓ
ｔｒｉｂｕｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ；Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＣＡから入手可能）、ＳＰ－２
又はＸ６３－Ａｇ８－６５３細胞（ｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ 
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ；Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤから入手可能）、及びヒト骨髄腫細胞
又はマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞系統（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
，１３３：３００１（１９８４）；及びＢｒｏｄｅｕｒら、ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔ
ｉｂｏｄｙ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ，Ｍａｒｃｅｌ Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，ｐｐ．５１－６３（１
９８７）を参照）を含む。
【０１１９】
ハイブリドーマ細胞が増殖している培地は、対象となるポリペプチドに対して向けられた
モノクローナル抗体の生産に関して分析され得る。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によ
って生産されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法によって又は放射免疫測
定（ＲＩＡ）又は酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）のような、インビトロ結合測定によって
決定される。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばＭｕｎｓｏｎら、Ａｎａｌ．Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）のスキャッチャード解析を用いて決定され
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得る。
【０１２０】
ハイブリドーマ細胞が所望の特異性、親和性及び／又は活性の抗体を生産すると同定され
た後、そのクローンは限界希釈法によって、サブクローン化され、そして標準的な方法に
よって増殖させられてもよい（例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒ
ｅｓｓ，ｐｐ．５９－１０３（１９８６）を参照）。この目的のために適した培地は、例
えば、Ｄ－ＭＥＭ又はＲＰＭＩ－１６４０培地を含む。加えて、ハイブリドーマ細胞は、
動物内で腹水腫瘍としてｉｎｖｉｖｏで増殖してもよい。サブクローンによって分泌され
たモノクローナル抗体は、例えば、タンパク質Ａセファロース、ハイドロキシルアパタイ
トクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、親和性クロマトグラフィーのような従来の
抗体精製手法によって、培地、腹水又は血清から分離され得る。
【０１２１】
モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手法を用いて（例えば、ネズミ科動物
（ｍｕｒｉｎｅ）抗体の重及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合できるオリゴペプ
チドプローブを用いることによって）容易に単離され、配列解読され得る。ハイブリドー
マ細胞は、そのようなＤＮＡの望ましい源として働く。一旦単離されると、組み換え宿主
細胞においてモノクローナル抗体の合成を促進するために、ＤＮＡは発現ベクターに搭載
され、その後、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨ
Ｏ）細胞、又は本来なら抗体を生産しない骨髄腫細胞のような宿主細胞に導入されてもよ
い。例えば、Ｓｋｅｒｒａら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，５：２５６－２
６２（１９９３）；及びＰｌｕｃｋｔｈｕｎ，ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｖ．，１３０：１５１
－１８８（１９９２）を参照する。ＤＮＡはまた、例えば、ヒト重鎖及び軽鎖の定常ドメ
インをコードする配列を相同なネズミ科動物（ｍｕｒｉｎｅ）の配列と置換することによ
って（例えば、米国特許第４，８１６，５６７；Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５１（１９８４）を参照）、又は非免疫グロ
ブリンペプチドをコードする配列の全て又は一部を免疫グロブリンをコードする配列と共
有結合することによって、改変され得る。
【０１２２】
さらなる実施の形態では、モノクローナル抗体又は抗体断片は、例えば、ＭｃＣａｆｆｅ
ｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４（１９９０）；Ｃｌａｃｋｓｏｎら、
Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）；及びＭａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）において記載された技術を用いて生成
された抗体ファージライブラリーから単離され得る。鎖シャッフリングによる高親和性（
ｎＭ範囲）ヒトモノクローナル抗体の生産は、Ｍａｒｋｓら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ，１０：７７９－７８３（１９９２）に記載されている。非常に大きなファージライブ
ラリーを構築するための戦略として、組み合わせ感染（ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｎ）及びｉｎ ｖｉｖｏ組み換えの使用は、Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅら、Ｎｕ
ｃ．Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．，２１：２２６５－２２６６（１９９３）に記載されている。
従って、これらの技術は、モノクローナル抗体の生成のための伝統的なモノクローナル抗
体ハイブリドーマ法の実行可能な代替案である。
【０１２３】
Ｃ．ヒト化抗体
非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野では既知である。好ましくは、ヒト化抗
体は、非ヒトである試料源からの抗体に導入された一つ又はそれ以上のアミノ酸残基を有
する。これらの非ヒトアミノ酸残基はしばしば「取り込み（ｉｍｐｏｒｔ）」残基と言わ
れ、典型的には「取り込み（ｉｍｐｏｒｔ）」可能なドメインから取得される。ヒト化は
、本質的には、非ヒト抗体の超可変領域の配列をヒト抗体の対応する配列と置き換えるこ
とによって実行され得る。例えば、Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２
５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９
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８８）；及びＶｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１
９８８）を参照する。従って、そのような「ヒト化」抗体は、キメラ抗体（例えば、米国
特許第４，８１６，５６７号）であって、完全なヒト可変ドメインは、本質的には決して
非ヒトの種からの対応する配列によって置換されていない。実際に、ヒト化された抗体は
、典型的には、いくらかの超可変領域残基及び可能であればいくらかのフレームワーク領
域（ＦＲ）残基が齧歯類抗体の類似部位からの残基によって置換されるヒト抗体である。
【０１２４】
本明細書で記載したヒト化抗体を作製するのに使用するための、ヒト可変ドメイン、軽鎖
及び重鎖の両方、の選択は、抗原性を低減するために重要な検討事項である。いわゆる「
最も適した（ｂｅｓｔ－ｆｉｔ）」方法に従って、齧歯類抗体の可変ドメインの配列が、
既知のヒト可変ドメイン配列の全ライブラリーに対しスクリーニングされる。齧歯類のも
のに最も近いヒト配列が、その後、ヒト化抗体のためのヒトＦＲとして受け入れられる（
例えば、Ｓｉｍｓら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２２９６（１９９３）；及びＣｈ
ｏｔｈｉａら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９０１（１９８７）を参照）。他の方
法は、全てのヒト抗体の軽鎖又は重鎖の特定の部分集合の共通配列に由来する特定のＦＲ
を用いる。同一のＦＲは、様々な異なるヒト化抗体のために使用されてもよい（例えば、
Ｃａｒｔｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４２８５（１
９９２）；及びＰｒｅｓｔａら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５１：２６２３（１９９３）
を参照）。
【０１２５】
抗体が、抗原に対する高親和性の保有及び他の好ましい生化学的特性とともにヒト化され
ることもまた重要である。この目的を達成するため、ヒト化抗体は、親及びヒト化配列の
３次元モデルを用いた、親配列と様々な概念的ヒト化生成物の解析の工程によって用意さ
れ得る。３次元免疫グロブリンモデルは、一般に利用可能であり、当業者によく知られて
いる。選択された候補免疫グロブリン配列の可能な３次元立体配座構造を図示し、表示す
るコンピュータープログラムが利用できる。これら表示の観察が候補免疫グロブリン配列
の機能における残基の類似の役割の解析、即ち候補免疫グロブリンの抗原への結合能に影
響する残基の解析、を可能にする。このように、ＦＲ残基は、受容及び取り込み配列から
選択され、そして組み合わせられるので、標的抗原に対する増加した親和性のような所望
の抗体特性が達成され得る。一般的に、超可変領域は、直接的及び特異的に、抗原結合に
影響することに含まれる。
【０１２６】
本発明によると、様々な種類のヒト化抗体が意図されている。例えば、ヒト化抗体は、Ｆ
ａｂ断片のような抗体断片であり得る。代替的には、ヒト化抗体は、完全なＩｇＡ、Ｉｇ
Ｇ又はＩｇＭ抗体のような完全な抗体であり得る。
【０１２７】
Ｄ．ヒト抗体
ヒト化の代替として、ヒト抗体が生成され得る。ある実施の形態では、内因性免疫グロブ
リン生産の欠損下で、免疫付与によって、全ての種類のヒト抗体を生成することができる
トランスジェニック動物（例えば、マウス）が生成され得る。例えば、キメラ生殖系列変
異マウスにおける抗体重鎖接合領域（ＪＨ）遺伝子のホモ欠損が、内因性抗体生成の完全
な阻害をもたらすことが述べられている。そのような生殖系列変異マウスにおけるヒト生
殖系列免疫グロブリン遺伝子の形質転換は、抗原投与でヒト抗体の生産をもたらすだろう
。例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，
９０：２５５１（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５
－２５８（１９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｒｍａｎｎら、Ｙｅａｒｉｎ Ｉｍｍｕｎ．，７：
３３（１９９３）；及び米国特許第５，５９１，６６９号、５，５８９，３６９号及び５
，５４５，８０７号を参照する。
【０１２８】
代替的には、ファージディスプレイ技術（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒ
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ｅ，３４８：５５２－５５３（１９９０）を参照）が、免疫されていないドナーからの免
疫グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーを用いて、インビトロでヒト抗体及
び抗体断片を生成するために使用され得る。この技術に従うと、抗体Ｖドメイン遺伝子は
、Ｍ１３又はｆｄのような、繊維状バクテリオファージのメジャー又はマイナーコートタ
ンパク質遺伝子のいずれかにフレームをあわせてクローン化され、ファージ粒子の表面で
機能性抗体断片として提示される。繊維状粒子がファージゲノムの１本鎖ＤＮＡコピーを
含むため、抗体の機能特性に基づく選択はまた、それらの特性を示す抗体をコードする遺
伝子の選択をもたらす。従って、ファージは、Ｂ細胞の特性の一部を模倣する。ファージ
ディスプレイは、例えばＪｏｈｎｓｏｎら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏ
ｌ．，３：５６４－５７１（１９９３）に記載されるように様々な形式で実行され得る。
Ｖ遺伝子断片のいくつかの入手源がファージディスプレイのために使用され得る。例えば
、Ｃｌａｃｋｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）を参照する
。免疫されていないヒトドナーからのＶ遺伝子のレパートリーは構築され得、多様な抗原
（自己抗原も含む）への抗体は、本質的に、Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２
２２：５８１－５９７（１９９１）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈら、ＥＭＢＯＪ．，１２：７２５
－７３４（１９９３）；及び米国特許第５，５６５，３３２号、及び第５，５７３，９０
５号に記載された技術に従って単離され得る。
【０１２９】
場合によっては、ヒト抗体は、米国特許第５，５６７，６１０号及び第５，２２９，２７
５号に記載されるようにインビトロで活性化されたＢ細胞によって生成され得る。
【０１３０】
Ｅ．抗体断片
様々な技術が抗体断片の生成のために開発されてきた。伝統的には、これらの断片は、完
全な抗体のタンパク質切断を介して得られた（例えば、Ｍｏｒｉｍｏｔｏら、Ｊ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｍｅｔｈ．，２４：１０７－１１７（１９９２）；及びＢｒ
ｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）を参照）。しかしながら、こ
れらの断片は、現在、組み換え宿主細胞を用いて直接的に生成され得る。例えば、抗体断
片は上述した抗体ファージライブラリーから単離され得る。代替的には、Ｆａｂ’－ＳＨ
断片がＥ．ｃｏｌｉ細胞から直接回収され、そしてＦ（ａｂ’）２を形成するよう化学的
に結合され得る（例えばＣａｒｔｅｒら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：１６３－
１６７（１９９２）を参照）。他のアプローチによると、Ｆ（ａｂ’）２断片は、組み換
え宿主細胞培養から直接単離され得る。抗体断片の生成のための他の技術は、当業者には
明らかであるだろう。他の実施の形態において、選択の抗体は、単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ
）である。例えば、国際公開第９３／１６１８５号；及び米国特許第５，５７１，８９４
号及び第５，５８７，４５８号を参照する。抗体断片はまた、例えば、米国特許第５，６
４１，８７０号に記載されるようにリニア抗体（ｌｉｎｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙ）であっ
てもよい。そのようなリニア抗体断片は、単一特異性又は二重特異性であるかもしれない
。
【０１３１】
Ｆ．二重特異性抗体
二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対する結合特異性を有する抗体
である。典型的な二重特異性抗体は、対象となる同一のポリペプチドの２つの異なるエピ
トープに結合するかもしれない。他の二重特異性抗体は、対象となるポリペプチドに対す
る結合部位を一つ又はそれ以上の追加的な抗原に対する結合部位と組み合わせるかもしれ
ない。二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗
体）として用意され得る。
【０１３２】
二重特異性抗体を作製する方法は、当該分野では既知である。全長型二重特異性抗体の伝
統的な作製は、２つの鎖が異なる特異性を有する２つの免疫グロブリンの重鎖－軽鎖対の
共発現に基づく（例えば、Ｍｉｌｌｓｔｅｉｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３０５：５３７－５３
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９（１９８３）を参照）。免疫グロブリンの重鎖及び軽鎖のランダムな組み合わせのため
、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は、一つのみが正しい二重特異性構造を有す
る、１０の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成する。正しい分子の精製は、通常、親和
性クロマトグラフィーによって実行される。同様の手法は、国際公開第９３／０８８２９
号及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら、ＥＭＢＯＪ．，１０：３６５５－３６５９（１９９１）
に開示される。
【０１３３】
異なるアプローチによると、所望の結合特異性（抗体－抗原結合部位）を有する抗体可変
ドメインは、免疫グロブリン共通ドメイン配列に融合される。この融合体は、好ましくは
、少なくともヒンジＣＨ２及びＣＨ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメイン
を有する。好ましくは、少なくとも１つの融合体に存在する軽鎖結合に必要な部位を含む
第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有する。免疫重鎖融合体と、必要であれば、免疫グロブ
リン軽鎖をコードするＤＮＡは、別々の発現ベクターに挿入され、そして適切な宿主生物
に共導入される。これは、構築に使用された３つのポリペプチド鎖の不均一な割合が最適
の収率を提供する実施の形態では、３つのポリペプチド断片の相互の比率を調整すること
において高い柔軟性を提供する。しかしながら少なくとも２つのポリペプチド鎖の等しい
比率での発現が高い収率をもたらす又はその比率が特に重要ではないときには、２つ又は
３つ全てのポリペプチド鎖をコードする配列を一つの発現ベクターに挿入することが可能
である。
【０１３４】
このアプローチの好ましい実施の形態では、二重特異性抗体は、片腕に第１の結合特異性
を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖と、他腕の手に（第２の結合特異性を提供する
）ハイブリッド免疫グロブリン重鎖－軽鎖対とから構成される。二重特異性分子の片方の
みにおける免疫グロブリン軽鎖の存在が分離の容易な方法を提供するので、この非対照的
な構造は、望まれない免疫グロブリン鎖複合体からの所望の二重特異性構成体の分離を促
進する。例えば、国際公開第９４／０４６９０号及びＳｕｒｅｓｈら、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ
ｙｍｏｌ．，１２１：２１０（１９８６）を参照する。
【０１３５】
米国特許第５，７３１，１６８号に記載された他のアプローチによると、１対の抗体分子
間の接合部は、組み換え細胞培養から回収されたヘテロ２量体の割合を最大限にするよう
設計され得る。好ましい接合部は、抗体の定常ドメインのＣＨ３ドメインの少なくとも一
部を含む。この方法では、第１の抗体分子の接合部からの一つ又はそれ以上の小さなアミ
ノ酸側鎖がより大きな側鎖（例えばチロシン又はトリプトファン）で置換される。大きな
側鎖と同一の又は類似の大きさの補完的な「空洞（ｃａｖｉｔｙ）」が、大きなアミノ酸
側鎖をより小さな側鎖（例えばアラニン又はスレオニン）で置換することによって第２の
抗体分子の接合部に生成される。これは、ホモ２量体のような他の望まれない最終産物に
対するヘテロ２量体の収率を増加するための機構を提供する。
【０１３６】
二重特異性抗体は、架橋又は「ヘテロ接合（ｈｅｔｅｒｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）」抗体を
含む。例えば、ヘテロ接合である抗体の一つは、アビジンに連結され得、他方はビオチン
に連結され得る。ヘテロ接合型抗体は、任意の使用可能な架橋方法を用いて、作製され得
る。適切な架橋剤及び技術は、当該分野ではよく知られており、例えば米国特許第４，６
７６，９８０号に開示される。
【０１３７】
抗体断片から二重特異性抗体を生成するために適した技術はまた、当該分野で既知である
。例えば、二重特異性抗体は、化学的な連結を用いて準備され得る。場合によっては、二
重特異性抗体は、完全な抗体がタンパク質分解で切断され、Ｆ（ａｂ’）２断片を生成す
る手法によって生成され得る（例えば、Ｂｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８
１（１９８５）を参照）。これらの断片は、隣接チオールを安定化し、そして分子内ジス
ルフィド形成を防ぐジチオール錯体化剤亜ヒ酸ナトリウムの存在下で減少する。生成した
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Ｆａｂ’断片は、その後、チオニトロ安息香酸（ＴＮＢ）誘導体に変換される。Ｆａｂ’
－ＴＮＢ誘導体の一つは、その後、メルカプトエチルアミン（ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈｙ
ｌａｍｉｎｅ）での還元によってＦａｂ’－チオールに変換され、二重特異性抗体を形成
するために等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合される。
【０１３８】
ある実施の形態では、Ｆａｂ’－ＳＨ断片は、Ｅ．ｃｏｌｉから直接回収され、二重特異
性抗体を形成するために化学的に結合され得る。例えば、完全にヒト化された二重特異性
抗体Ｆ（ａｂ’）２分子は、Ｓｈａｌａｂｙら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７５：２１７
－２２５（１９９２）に記載された方法によって生成され得る。各Ｆａｂ’断片は、Ｅ．
ｃｏｌｉから別々に分泌され、二重特異性抗体を形成するためにインビトロでの直接的な
化学的結合を受けた。
【０１３９】
組み換え細胞培養から直接二重特異性抗体断片を作製し、単離するための様々な技術はま
た、開示されている。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを用いて生成されて
いる。例えば、Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４８：１５４７－１５５
３（１９９２）を参照する。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロイシンジッパーペプチ
ドは、遺伝子融合によって、２つの異なる抗体のＦａｂ’部に連結された。抗体ホモ２量
体は、単量体を形成するためにヒンジ部で還元され、その後、抗体ヘテロ２量体を形成す
るために再酸化された。この方法はまた、抗体ホモ２量体の生成のために利用され得る。
Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４
４－６４４８（１９９３）によって記載された「ダイアボディー（ｄｉａｂｏｄｙ）」技
術は、二重特異性抗体断片を作製するための代替的な機構を提供している。その断片は、
非常に短いために同一鎖の２つのドメイン間での対合を可能にするリンカーによって軽鎖
可変ドメイン（ＶＬ）と連結した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。従って、一つの断片
のＶＨ及びＶＬドメインは、他の断片の相補的なＶＬ及びＶＨドメインと対を形成せざる
を得ず、それによって２つの抗原結合部を形成する。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）２量体の使用に
よって二重特異性抗体断片を作製するための他の戦略は、Ｇｒｕｂｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．，１５２：５３６８（１９９４）に記載される。
【０１４０】
二価以上の抗体も、意図される。例えば、三重特異性抗体が用意され得る。例えば、Ｔｕ
ｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７：６０（１９９１）を参照する。
【０１４１】
Ｇ．抗体精製
組み換え技術を用いると、抗体は、単離された宿主細胞内、宿主細胞のペリプラズム空間
で生成され得、又は宿主細胞から培地中に直接分泌され得る。抗体が細胞内で生成される
と、例えば、遠心又は限外ろ過によって微粒子破片が先ず除去される。Ｃａｒｔｅｒら、
ＢｉｏＴｅｃｈ．，１０：１６３－１６７（１９９２）は、Ｅ．ｃｏｌｉのペリプラズム
空間に分泌された抗体を単離するための手法を記載する。簡単に言うと、細胞ペーストは
、約３０分間、酢酸ナトリウム（ｐＨ３．５）、ＥＤＴＡ、及びフッ化フェニルメチルス
ルホニル（ＰＭＳＦ）の存在中で溶解される。細胞破片は、遠心分離によって分離され得
る。抗体が培地中に分泌される際、そのような発現システムからの上清は、一般的に、市
販で入手可能なタンパク質濃縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＭｉｌｌｉｐｏｒｅ
Ｐｅｌｌｉｃｏｎの限外ろ過ユニットを用いて濃縮される。ＰＭＳＦのような、プロテア
ーゼ阻害剤は、タンパク質分解を阻害するための前述の任意のステップに含まれ、抗生物
質は、外来の混入物の増殖を抑制するために含まれてもよい。
【０１４２】
細胞から用意された抗体組成物は、例えば、ハイドロキシルアパタイトクロマトグラフィ
ー、ゲル電気泳動、透析、及び親和性クロマトグラフィーを用いて精製され得る。親和性
リガンドとしてタンパク質Ａの適正は、抗体に存在するあらゆる免疫グロブリンのＦｃド
メインの種及びアイソタイプに依存する。タンパク質Ａは、ヒトγｌ，γ２，又はγ４重
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鎖に基づいた抗体を精製するために使用され得る（例えば、Ｌｉｎｄｍａｒｋら、Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，６２：１－１３（１９８３）を参照）。タンパク質Ｇは、全
てのマウスのアイソタイプ及びヒトγ３に対し推奨される（例えば、Ｇｕｓｓら、ＥＭＢ
ＯＪ．，５：１５６７－１５７５（１９８６）を参照）。親和性リガンドが付着されるマ
トリクスは、最も頻繁にはアガロースであるが、他のマトリクスが利用可能である。微小
多孔質ガラス（ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｐｏｒｅ ｇｌａｓｓ）又はポリ（スチレンジビニ
ル）ベンゼン（ｐｏｌｙ（ｓｔｙｒｅｎｅｄｉｖｉｎｙｌ）ｂｅｎｚｅｎｅ）のような機
械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成され得るよりも速い流速とより短い処理時
間を許容する。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、ＢａｋｅｒｂｏｎｄＡＢＸ（登録商標
）レジン（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ；Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒｇ，Ｎ．Ｊ．）が精製のために
有用である。イオン交換カラム、エタノール沈殿、逆層ＨＰＬＣ、シリカクロマトグラフ
ィー、ヘパリンＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（登録商標）クロマトグラフィー、陰イオン又は（ポ
リアスパラギン酸カラムのような）陽イオン交換レジンクロマトグラフィー、等電点電気
泳動、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿のようなタンパク質精製のための他
の技術はまた、回収される抗体に依存して利用可能である。
【０１４３】
あらゆる予備的な精製工程に続いて、対象となる抗体と混入物とを含む混合物は、２．５
～４．５の間のｐＨの溶出緩衝液を用いて、好ましくは低塩濃度で（例えば約０～０．２
５Ｍの塩から）実行される、低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーに供されてもよい
。
【実施例】
【０１４４】
以下の実施例は、請求の範囲に記載の発明を説明するために述べられるが、これに限定さ
れるものではない。
【０１４５】
（実施例１．循環細胞の単離、活性化、及び溶解）
固形腫瘍の循環細胞は、固形腫瘍から転移した又は微小転移した細胞を含み、循環腫瘍細
胞（ＣＴＣ）、癌幹細胞（ＣＳＣ）及び／又は腫瘍へと移動している細胞（例えば、循環
内皮前駆細胞（ＣＥＰＣ）、循環内皮細胞（ＣＥＣ）、循環血管新生促進骨髄性細胞、循
環樹状細胞、等）を含む。循環細胞を含む患者試料は、あらゆる入手可能な生体液（例え
ば、血液、尿、乳頭吸引液、リンパ液、唾液、細針吸引物、等）から獲得され得る。循環
細胞は、例えば、免疫磁気分離法（例えば、Ｒａｃｉｌａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：４５８９－４５９４（１９９８）；Ｂｉｌｋｅｎｒｏｔｈ
ら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，９２：５７７－５８２（２００１）を参照）、マイクロ
流体分離法（例えばＭｏｈａｍｅｄら、ＩＥＥＥＴｒａｎｓ．Ｎａｎｏｂｉｏｓｃｉ．，
３：２５１－２５６（２００４）；Ｌｉｎら、Ａｂｓｔｒａｃｔ Ｎｏ．５１４７，９７
ｔｈ ＡＡＣＲ Ａｎｎｕａｌ Ｍｅｅｔｉｎｇ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（２０
０６）を参照）、ＦＡＣＳ（例えばＭａｎｃｕｓｏら、Ｂｌｏｏｄ，９７：３６５８－３
６６１（２００１）を参照）、密度勾配遠心分離法（例えばＢａｋｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃ
ａｎｃｅｒＲｅｓ．，１３：４８６５－４８７１（２００３）を参照）、及び減少法（例
えばＭｅｙｅら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．，２１：５２１－５３０（２００２）を参照
）のような一つ又はそれ以上の分離方法を用いて患者試料から単離され得る。
【０１４６】
ＣＴＣの手動単離：
ＣＴＣの免疫磁気分離法－活性分析が続く手動単離：
１）前もって抗－ＥｐＣＡＭモノクローナル抗体（ＫｏｒｄｉａＬｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ；Ｌｅｉｄｅｎ，Ｔｈｅ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）に結合された磁気ビーズ（（Ｄ
ｙｎａｌ Ｍ４５０；Ｄｙｎａｌ ＡＳ；Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）が用いられる。
２）使用直前に、事前に覆われたダイナビーズ（Ｄｙｎａｂｅａｄ）は、０．０１％ＢＳ
Ａを含む等量のＰＢＳで一度洗浄される。
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３）２５mｌの事前に覆われたダイナビーズが１ｍｌの試料に添加される。
４）その混合物は、２～８℃で２０分間、緩やかな傾斜と回転でインキュベートされる。
５）そのチューブは、２分間、磁気分離器（ＭＰＬ－１ｍａｇｎｅｔ）に設置される。
６）その上清が廃棄され、ビーズに結合した細胞が０．０１％ＢＳＡを含むＰＢＳで再懸
濁され、続いて磁気分離されることによって３回洗浄される。
７）その試料は、１００μｌの活性化緩衝液に再懸濁される。
【０１４７】
試料の準備：
１）ヒト対象物からの末梢血が１ｍｇ／ｍｌのＥＤＴＡを含むシリコン処理チューブに引
き抜かれる。最初の３～５ｍｌは、穴の開いた血管から放出された上皮細胞での汚染を避
けるために廃棄される。
２）１ｍｌの全血が使用前に０．９％のＮａＣｌで１：３に希釈される。
【０１４８】
対照の準備：
１）細胞系列の対照がヒト癌細胞系列をＨＬ－６０細胞にスパイクすることによって作製
される。
２）細胞系列の対照は、２．５ｘ１０６細胞／ｍｌの濃度で使用される。
【０１４９】
ＣＥＣ及びＣＥＰＣの手動分離：
非限定的な例として、生存ＣＥＣ及びＣＥＰＣは、Ｂｅｅｒｅｐｏｏｔら、Ａｎｎ．Ｏｎ
ｃｏｌｏｇｙ，１５：１３９－１４５（２００４）に記載された免疫磁気単離／濃縮手法
を用いて単離され得る。つまり、末梢血が前もって抗ＣＤ１４６モノクローナル抗体（Ｋ
ｏｒｄｉａＬｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）に共役された磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ Ｍ４５０
 ＩｇＧ１）とともにインキュベートされる。この抗体は、末梢血中の内皮細胞の全ての
系統を認識し、造血細胞又は上皮細胞を認識しない（Ｇｅｏｒｇｅら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．Ｍｅｔｈ．，１３９：６５－７５（１９９１）を参照）。造血細胞及び上皮細胞の消
極的な選択は、適切な抗体に共役された磁気ビーズ（例えば、白血球を除くためのＤｙｎ
ａｌ－ＣＤ４５ビーズ、単球を除くためのＤｙｎａｌ－ＣＤ１４ビーズ、上皮細胞を除く
ためのＤｙｎａｌ－ＥｐＣＡＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））で
の積極的選択に先立って使用され得る。この例では、積極的選択のみが使用される。
【０１５０】
ＣＥＣ及びＣＥＰＣの免疫磁気分離－活性分析が続く手動単離：
１）前もって抗－ＣＤ１４６モノクローナル抗体（ＫｏｒｄｉａＬｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）を結合された磁気ビーズ（Ｄｙｎａｌ Ｍ４５０）が使用される。
２）使用直前に、事前に被覆されたダイナビーズは、０．０１％ＢＳＡを含む等量のＰＢ
Ｓで一回洗浄される。
３）２５μｌの事前に被覆されたダイナビーズが１ｍｌの試料に添加される。
４）その混合物は、２～８℃で２０分間、緩やかな傾斜と回転でインキュベートされる。
５）そのチューブは、２分間、磁気分離器（ＭＰＬ－１ｍａｇｎｅｔ）に置かれる。
６）その上清が廃棄され、ビーズ結合細胞が、０．０１％ＢＳＡを含むＰＢＳで再懸濁さ
れ、続いて磁気分離されることによって３回洗浄される。
７）その試料は、１００μｌの活性化緩衝液に再懸濁される。
【０１５１】
試料の準備：
１）ヒト対象物からの末梢血が、１ｍｇ／ｍｌＥＤＴＡを含むシリコン処理されたチュー
ブに引き抜かれる。最初の３～５ｍｌは穴の開いた血管から放出された上皮細胞での汚染
を防ぐため、廃棄される。
２）１ｍｌの全血は、使用前に０．９％ＮａＣｌで１：３に希釈される。
【０１５２】
対照の準備：
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１）細胞系列の対照が、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）をＨＬ－６０細胞にス
パイクすることによって作製される。
２）細胞系列の対照は、２．５ｘ１０６細胞／ｍｌの濃度で使用される。
【０１５３】
ＣＥＰＣの手動単離（ＣＥＣを除く）：
ＣＥＰＣは、様々な血管新生増殖因子に応答して、成熟内皮細胞へ分化する能力を有する
骨髄由来の前駆細胞の循環型である。ＣＥＰＣは、表層マーカーＣＤ３４を認識する抗体
での選択によって単離されてよい。ＣＤ１３３は、未熟内皮細胞（ＥＰＣ）又は原始造血
幹細胞（ＨＳＣ）をＣＥＰＣから区別する細胞表層マーカーである。異なる入手源からの
ＣＥＰＣの様々な単離手法は、接着培養又は磁気マイクロビーズを用いて開示されている
。この例では、Ａｓａｈａｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７５：９６４－９６７（１９９７
）に記載されたものから改良されたプロトコールが使用される。
【０１５４】
ＣＥＰＣの免疫磁気分離－活性分析が続く手動単離：
１）磁気ビーズ（ＤｙｎａｌＭ４５０ ＣＤ３４）が使用される。これらのビーズはＣＤ
３４表層抗原に対し特異的なモノクローナル抗体で覆われる。
２）事前に覆われたダイナビーズは、使用直前に、０．０１％ＢＳＡを含む等量のＰＢＳ
で一回洗浄される。
３）２５μｌの事前に覆われたダイナビーズが１ｍｌの試料に添加される。
４）その混合物は、２～８℃で２０分間、緩やかな傾斜と回転でインキュベートされる。
５）そのチューブは、２分間、磁気分離器（ＭＰＬ－１ｍａｇｎｅｔ）に置かれる。
６）その上清が廃棄され、ビーズ結合細胞が、０．０１％ＢＳＡを含むＰＢＳに再懸濁さ
れ、続いて磁気分離されることによって３回洗浄される。
７）その試料は、１００μｌの活性化緩衝液に再懸濁される。
【０１５５】
試料の準備：
１）ヒト対象物からの末梢血が、１ｍｇ／ｍｌのＥＤＴＡを含むシリコン処理されたチュ
ーブに引き抜かれる。最初の３～５ｍｌは、穴の開いた血管から放出された内皮細胞での
汚染を避けるために廃棄される。
２）１０ｍｌの血液は、平衡塩類溶液で１：１に希釈される。
３）４ｍｌの希釈血液は、１０ｍｌチューブ中で３ｍｌのＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ上に
積層される。
４）チューブは、１８～２０℃で３０～４０分間、４００×ｇで回転される。
５）血漿及び血小板を含む上層は、滅菌パスツールピペットを用いて取り除かれ、界面で
乱れていない単核細胞層を残す。
６）単核細胞は、滅菌ピペットを用いて滅菌遠心管へ移される。
７）６ｍｌの平衡塩類溶液が添加され、細胞は穏やかに再懸濁される。
８）混合物は、１８～２０℃で１０分間、６０～１００×ｇで遠心される。
９）上清が、除去され、各チューブからの単核細胞が１ｍｌのＰＢＳに再懸濁される。
【０１５６】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステムを用いたＣＴＣ，ＣＥＣ，及びＣＥＰＣの単離：
Ｖｅｒｉｄｅｘ（Ｗａｒｒｅｎ，ＮＪ）は、ＣｅｌｌＰｒｅｐシステム、ＣｅｌｌＳｅａ
ｒｃｈ上皮細胞キット、及びＣｅｌｌＳｐｏｔｔｅｒアナライザーから構成されるＣｅｌ
ｌＳｅａｒｃｈシステムを市販している。ＣｅｌｌＰｒｅｐシステムは、半自動化された
試料準備システムである（Ｋａｇａｎら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．ＬｉｇａｎｄＡｓｓａｙ，２５
：１０４－１１０（２００２）を参照）。ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ上皮細胞キットは：内皮
細胞に特異的な抗－ＥｐＣＡＭ抗体で覆われた鉄流動体（ｆｅｒｒｏｆｌｕｉｄ）；サイ
トケラチン（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎｓ）８、１８及び１９に対するフィコエリスリン（
ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ）共役抗体；アロフィコシアニン（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙ
ａｎｉｎ）に共役した抗－ＣＤ４５抗体；ＤＡＰＩ染色剤；及び細胞を洗浄、浸透、及び
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再懸濁するための緩衝液、から構成される。この例で使用されるプロトコールはまた、Ａ
ｌｌａｒｄら、Ｃｌｉｎ．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ．，１０：６８９７－６９０４（２００４
）に記載されている。全Ｖｅｒｉｄｅｘシステムは、ＣＴＣの計数のために使用され得、
又は、ＣｅｌｌＰｒｅｐシステムで単離された後に手動で試料を除去することによって、
経路活性化のための分析に先だった単離の方法を提供することができる。ＣＴＣの数は、
アルゴリズム開発のために情報を提供し得る。
【０１５７】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－計数が続くＣＴＣ濃縮：
１）７．５ｍｌの血液が６ｍｌ緩衝液と混合され、１０分間８００×ｇで遠心され、Ｃｅ
ｌｌＰｒｅｐシステムに移される。
２）装置が上清を吸引した後、その装置は鉄流動体を添加する。
３）その装置が、インキュベートとそれに続く磁気分離工程を実行する。
４）非結合細胞及び残存血漿が吸引される。
５）染色試薬が、蛍光染色のために浸透化緩衝液と組み合わせて添加される。
６）そのシステムによるインキュベート後、細胞は、ＣｅｌｌＳｐｏｔｔｅｒアナライザ
ーを用いた分析のため、再びＭａｇＮｅｓｔＣｅｌｌ Ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ装置に
て磁気的に分離され、そして再懸濁される。
７）その装置は、ＣｅｌｌＳｐｏｔｔｅｒアナライザー、４色半自動化蛍光顕微鏡、上に
設置される。
８）画像は、Ｖｅｒｉｄｅｘの定義した基準に合うように得られ、最終的な手動選択のた
めにウェブに基づくブラウザを介して示される。
９）細胞計数の結果は、７．５ｍｌ血液あたりの細胞数として表される。
【０１５８】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－活性分析が続くＣＴＣ濃縮：
１）７．５ｍｌ血液が６ｍｌの緩衝液と混合され、１０分間８００×ｇで遠心され、その
後ＣｅｌｌＰｒｅｐシステムに移される。
２）装置が上清を吸引した後、その装置は鉄流動体を添加する。
３）その装置はインキュベートとそれに続く磁気分離工程を実行する。
４）非結合細胞と残存血漿が吸引される。
５）試料は、１００μｌの活性化緩衝液で再懸濁される。
【０１５９】
Ｖｅｒｉｄｅｘシステム－活性分析が続くＣＥＣ及びＣＥＰＣ濃縮：
１）Ｖｅｒｉｄｅｘは、ＣＤ１４６抗体でのＣＥＣ及びＣＥＰＣの捕獲に用いるＣｅｌｌ
Ｔｒａｃｋｓ内皮細胞キットを提案する。ＣｅｌｌＴｒａｃｋｓ内皮細胞キットは、血液
試料の準備のためのＶｅｒｉｄｅｘのＣｅｌｌＴｒａｃｋｓＡｕｔｏＰｒｅｐシステム及
び全血からのＣＥＣ及びＣＥＰＣを数え、特徴づけるためのＣｅｌｌＴｒａｃｋｓアナラ
イザーＩＩとを組み合わせて用いられる。このプロトコールは、ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ上
皮細胞キットのものと同一である。
【０１６０】
試料の準備：
１）ヒト対象物からの末梢血は、製造元の指導に従って、ＣｅｌｌＳａｖｅＰｒｅｓｅｒ
ｖａｔｉｖｅチューブに引き抜かれる。最初の３～５ｍｌは、穴の開いた血管から放出さ
れる上皮又は内皮細胞での汚染を回避するために廃棄される。
【０１６１】
ＣＳＣの手動単離：
腫瘍が特徴的な自己再生及び生存機構を有する少数の推定癌幹細胞を含むことの証拠が確
立しつつある（例えばＳｅｌｌｓ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．Ｈｅｍａｔｏｌ．，
５１：１－２８（２００４）；Ｒｅｙａら、Ｎａｔｕｒｅ，４１４：１０５－１１１（２
００１）；Ｄｏｎｔｕら、ＴｒｅｎｄｓＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．Ｍｅｔａｌ．，１５：１
９３－１９７（２００４）；ａｎｄ Ｄｉｃｋ，Ｎａｔｕｒｅ，４２３：２３１－２３３
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（２００３）を参照）。癌幹細胞（ＣＳＣ）は、長期間静止状態で存在し、分裂する細胞
を標的とする化学療法剤に対し耐性を獲得するかもしれない。この癌を発生させる集団は
、選択的な除去のための標的化された治療を受けた自己再生及び生存経路の活性化として
特徴づけられ得る。ＣＳＣの単離手法は、接着培養又は磁気マイクロビーズを用いて開示
されている。この例では、Ｃｏｔｅら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ．Ｒｅｓ．，１２：５６１５（
２００６）で開示されたものから改変したプロトコールが使用される。
【０１６２】
免疫磁気ＣＳＣ単離－活性分析が続く手動単離：
１）磁気ビーズ（ＤｙｎａｌＡＳ；Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）が使用される。これらのビ
ーズは、ＣＤ３４又はＣＤ１３３表層抗原のいずれかに対し特異的なモノクローナル抗体
で覆われる。
２）使用直前に、事前に覆われたダイナビーズが０．０１％ＢＳＡを含む等量のＰＢＳで
一回洗浄される。
３）１～１０７の事前に覆われたダイナビーズが、３ｍｌの試料に添加される。
４）混合物が、２～８℃で６０分間、緩やかな傾斜と回転でインキュベートされる。
５）混合物は、１ｍｌの部分に分割され、各チューブは、少なくとも６分間、磁気分離器
（ＭＰＬ－１ｍａｇｎｅｔ）上に置かれる。
６）その上清が廃棄され、ビーズ結合細胞が、０．０１％ＢＳＡを含むＰＢＳに再懸濁さ
れ、続いて磁気分離されることによって３回洗浄される。
７）その試料は、１００μｌの活性化緩衝液に再懸濁される。
【０１６３】
試料の準備：
１）骨髄試料が、インフォームド・コンセントを得た後に早期乳癌患者から獲得される。
２）骨髄吸引処理は、Ｂａｕｅｒら、Ｃｌｉｎ．Ｃａｎ．Ｒｅｓ．，６：３５５２－３５
５９（２０００）に記載のとおり実行される。あらゆる播種性腫瘍細胞を含む単核細胞画
分は、ＢｅｃｋｍａｎＧＳ－６遠心機を用いて、３５分間４０００×ｇでのＦｉｃｏｌｌ
－Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離法によって濃縮され、ＰＢＳで２回洗浄される。
【０１６４】
単離したＣＴＣの細胞活性化及び溶解：
細胞活性化：
１）増殖因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、ヘレグリン（ｈｅｒｅｇｕｌｉｎ）（１００ｎ
Ｍ）、及び／又はＩＧＦ（１００ｎＭ）が細胞に添加され、３７℃で５分間インキュベー
トされる。
【０１６５】
薬剤処理での細胞活性化：
１）試料は、３７℃で３０分間、治療に効果的な濃度で、ヘルセプチン（Ｈｅｒｃｅｐｔ
ｉｎ）、ラパタニブ（Ｌａｐａｔａｎｉｂ）、タルセバ（Ｔａｒｃｅｖａ）、及び／又は
ラパマイシン（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ）類縁体で処理される。
２）細胞は、その後、増殖因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、ヘレグリン（１００ｎＭ）、
及び／又はＩＧＦ（１００ｎＭ）を添加することによって活性化され、３７℃で５分間、
インキュベートされる。
【０１６６】
薬剤処理での細胞活性化（フィードバックループ）：
１）試料は、３７℃で３０分間、治療に効果的な濃度で、ヘルセプチン、ラパタニブ、タ
ルセバ、及び／又はラパマイシン類縁体で処理される。
２）細胞は、その後、ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、ヘレグリン（１００ｎＭ）、及び／又
はＩＧＦ（１００ｎＭ）によって活性化され、３７℃で１２０分間インキュベートされる
。
【０１６７】
活性化されたＣＴＣが以下のプロトコールを用いて、溶解される：
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１）新鮮な溶解緩衝液は、表１に記載された試薬を混合することによって、新たに用意さ
れる。
２）最終洗浄後、細胞は、氷上で、１００μｌの冷却した緩衝液中に再懸濁される。
３）インキュベートが氷上で３０分間行われる。
４）混合物は、溶解物からビーズを分離するために、１０分間最速でマイクロチューブ中
で遠心分離される。
１）溶解物は、分析のため、新しいチューブに移され、－８０℃で保存される。
【表１】

【０１６８】
単離されたＣＥＣ及び／又はＣＥＰＣの細胞活性化及び溶解：
ＶＥＧＦは、ＣＥＰＣ（Ｌａｒｒｉｖｅｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７８：２２
００６－２２０１３（２００３））及び、血管壁が剥がれ落ちた成熟ＣＥＣ（Ｓｏｌｏｖ
ｅｙら、Ｂｌｏｏｄ，９３：３８２４－３８３０（１９９９））の両方において抗アポト
ーシス経路を活性化することによって、生存を促進すると考えられている。成熟ＣＥＣは
、ＣＥＰＣと比較して、限定された増殖能力しか有していないようであるが、ＶＥＧＦは
また、ＣＥＰＣ又は成熟ＣＥＣの増殖を促進するかもしれない（Ｌｉｎら、Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｎｖｅｓｔ．，１０５：７１－７７（２０００））。これらの理由のため、ＣＥＣ及
び／又はＣＥＰＣは、溶解の前にＶＥＧＦとのインキュベートによって活性化される。
【０１６９】
細胞活性化：
１）増殖因子ＶＥＧＦ，ＦＧＦ，ＰＤＧＦ，ＰＩＧＦ，及び／又はアンギオポイエチン（
ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ）は、各１００ｎＭで細胞に添加され、３７℃で５分間インキ
ュベートされる。
【０１７０】
薬剤処理での細胞活性化：
１）試料は、３７℃で３０分間、治療に効果的な濃度のアバスタチン（Ａｖａｓｔｉｎ）
、ネクサバール（Ｎｅｘａｖａｒ）、スーテント（Ｓｕｔｅｎｔ）及び／又はラパマイシ
ン類縁体で処理される。
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２）細胞は、その後、増殖因子ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ、及び／又はアン
ギオポイエチンを添加することによって活性化され、３７℃で５分間インキュベートされ
る。
【０１７１】
薬剤処理での細胞活性化（フィードバックループ）：
１）試料は、３７℃で３０分間、治療に効果的な濃度のアバスチン、ネクサバール、スー
テント、及び／又はラパマイシン類縁体で処理される。
２）細胞は、その後、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＰＩＧＦ、及び／又はアンギオポイ
エチンを各１００ｎＭで添加することによって活性化され、３７℃で１２０分間インキュ
ベートされる。
【０１７２】
単離されたＣＥＣ及び／又はＣＥＰＣ細胞が以下のプロトコールを用いて溶解される：
１）新鮮な溶解緩衝液が表１に記載された試薬を混合することによって新たに用意される
。
２）最終洗浄後、細胞は、氷上で、１００μｌの冷却された緩衝液に再懸濁される。
３）インキュベートが３０分間氷上で行われる。
４）混合物は、溶解物からビーズを分離するために、１０分間最速で、マイクロチューブ
中で遠心分離される。
５）溶解物は、分析のために新しいチューブに移され、－８０℃で保存される。
【０１７３】
単離されたＣＳＣの細胞活性化及び溶解：
活性化された細胞：
１）増殖因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、ヘレグリン（１０ｎＭ）、及び／又はＩＧＦ（
１００ｎＭ）が細胞に添加され、３７℃で５分間インキュベートされる。
【０１７４】
薬剤処理で活性化された細胞：
１）試料は、３７℃で３０分間、治療に効果的な濃度のヘルセプチン、ラパタニブ、タル
セバ、及び／又はラパマイシン類縁体で処理される。
２）細胞は、その後、増殖因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、ヘレグリン（１００ｎＭ）、
及び／又はＩＧＦ（１００ｎＭ）を添加することによって活性化され、３７℃で５分間イ
ンキュベートされる。
【０１７５】
薬剤処理で活性化された細胞（フィードバックループ）：
１）試料は、３７℃で３０分間、治療に効果的な濃度のヘルセプチン、ラパタニブ、タル
セバ、及び／又はラパマイシン類縁体で処理される。
２）細胞は、その後、増殖因子ＴＧＦ－α（１００ｎＭ）、ヘレグリン（１００ｎＭ）、
及び／又はＩＧＦ（１００ｎＭ）を添加することによって活性化され、３７℃で１２０分
間インキュベートされる。
【０１７６】
単離されたＣＳＣ細胞は、以下のプロトコールを用いて溶解される：
１）新鮮な溶解緩衝液が表１に記載された試薬を混合することによって新たに用意される
。
２）最終洗浄後、細胞は、氷上で、１００μｌの冷却された緩衝液に再懸濁される。
３）インキュベートが３０分間氷上で行われる。
４）混合物は、溶解物からビーズを分離するために、１０分間最速で、マイクロチューブ
中で遠心分離される。
５）溶解物は、分析のために新しいチューブに移され、－８０℃で保存される。
【０１７７】
（実施例２．チラミドシグナル増幅を有する単一検出サンドイッチＥＬＩＳＡを用いた単
一細胞検出）
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この実施例は、希少循環細胞中の単一の伝達分子の活性状態を分析するために適した、優
れたダイナミックレンジを有する、多重、ハイスループットの単一検出サンドイッチＥＬ
ＩＳＡを説明する：
１）９６穴マイクロタイタープレートは、４℃で一晩、捕捉抗体で覆われた。
２）プレートは、翌日、１時間、２％ＢＳＡ／ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで遮断（ブロック）さ
れた。
３）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで洗浄後、細胞溶解物又は組み換えタンパク質は、一連の希釈で
添加され、室温で２時間インキュベートされた。
４）プレートは、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで４回洗浄され、その後、室温で２時間、ビオチン
標識検出抗体とともにインキュベートされた。
５）検出抗体とのインキュベート後、プレートはＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで４回洗浄され、そ
の後、ストレプトアビジン標識西洋わさびペルオキシダーゼ（ＳＡ－ＨＲＰ）がビオチン
標識検出抗体に結合するように、室温で１時間、ＳＡ－ＨＲＰとインキュベートされた。
６）シグナル増幅のため、ビオチン－チラミドは、０．０１５％Ｈ２Ｏ２とともに５μｇ
／ｍｌで添加され、１５分間反応させられた。
７）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、ＳＡ－ＨＲＰが添加され、３０分間インキュベー
トされた。
８）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、ＨＲＰ基質ＴＭＢが添加され、色が遮光下で２～
１０分間発色させられた。反応は、０．５ＭＨ２ＳＯ４を添加することによって停止され
た。シグナルは、マイクロプレートリーダーにて４５０／５７０ｎｍで走査された。
【０１７８】
図３は、捕捉抗体及び検出抗体としてＥＧＦＲの細胞外ドメインに対するモノクローナル
抗体を含むＥＬＩＳＡを用いたＡ４３１細胞中の総ＥＧＦＲの検出を示す。免疫検出の感
度は、ヒトＥＧＦＲの細胞の組み換え細胞外ドメインに基づき、約０．２５ｐｇ／穴であ
った。計算されたＥＧＦＲ濃度は、各Ａ４３１細胞あたり、約０．６ｐｇであった。
【０１７９】
図４は、捕捉抗体としてのＥＧＦＲの細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体と、検
出抗体としてのリン酸化ＥＧＦＲに対するビオチン標識モノクローナル抗体と、を含むＥ
ＬＩＳＡを用いた、Ａ４３１細胞中のリン酸化ＥＧＦＲの検出を示す。捕捉抗体の２倍の
連続希釈を用いると、捕捉抗体濃度が０．０６２５μｇ／ｍｌである時に１細胞レベルで
、バックグラウンドに対するシグナル（シグナル／ノイズ比）において１．７８倍の増加
があったことを示した。
【０１８０】
図５は、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒＢｂ２の細胞外ドメインに対するモノクローナ
ル抗体を含むＥＬＩＳＡを用いたＳＫＢｒ３細胞中の総ＥｒｂＢ２の検出を示す。免疫分
析の検出幅は、約１０００細胞と約１．３７細胞の間であった。捕捉抗体濃度が、１μｇ
／ｍｌである時に、１．３７細胞レベルで、バックグラウンドに対するシグナル（シグナ
ル／ノイズ比）において２．７１倍の増加があった。
【０１８１】
図６は、捕捉抗体としてのＥｒｂＢ２の細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体と、
検出抗体としてのリン酸化ＥｒｂＢ２に対するモノクローナル抗体と、を含むＥＬＩＳＡ
を用いた、ＳＫＢｒ３細胞中のリン酸化ＥｒＢｂ２の検出を示す。免疫分析の検出幅は、
約５００細胞と約５細胞の間であった。捕捉抗体濃度が、１μｇ／ｍｌである時に、５細
胞レベルで、バックグラウンドに対するシグナル（シグナル／ノイズ比）において３．０
３倍の増加があった。
【０１８２】
図７は、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒｋ２に対するモノクローナル抗体を含むＥＬＩ
ＳＡを用いたＳＫＢｒ３細胞中の総及びリン酸化Ｅｒｋ２の検出を示す。１．３７細胞レ
ベルで、総Ｅｒｋ２に関し、バックグラウンドに対するシグナル（シグナル／ノイズ比）
において３．２５倍の増加があった。同様に、１．３７細胞レベルで、リン酸化Ｅｒｋ２
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に関し、バックグラウンドに対するシグナル（シグナル／ノイズ比）において３．１７倍
の増加があった。
【０１８３】
（実施例３．チラミドシグナル増幅を有する単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡを用いた
単一細胞検出）
この実施例は、希少循環細胞中の単一の伝達分子の活性状態を分析するために適した、優
れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスループットの単一検出マイクロアレイ
ＥＬＩＳＡを説明する：
１）捕捉抗体は、２倍連続希釈で１６パッドＦＡＳＴスライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．
；Ｆｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，ＮＪ）上に印刷された。
２）一晩乾燥後、スライドは、Ｗｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液で遮断（ブロック）さ
れた。
３）細胞溶解物８０μｌが１０倍連続希釈で各パッドに添加された。このスライドは、室
温で２時間インキュベートされた。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、８０μｌのビオチン標識検出抗体が、室温で２時
間インキュベートされた。
５）６回洗浄後、ストレプトアビジン標識西洋わさびペルオキシダーゼ（ＳＡ－ＨＲＰ）
が添加され、ＳＡ－ＨＲＰがビオチン標識検出抗体に結合するように、１時間インキュベ
ートされた。
６）シグナル増幅のため、５μｇ／ｍｌのビオチン－チラミド８０μｌが添加され、１５
分間反応させられた。このスライドは、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回、２０％ＤＭＳＯ／Ｔ
ＢＳ－Ｔｗｅｅｎで２回、そしてＴＢＳで１回洗浄された。
７）８０μｌのＳＡ－Ａｌｅｘａ５５５が添加され、３０分間インキュベートされた。こ
のスライドは、その後、２回洗浄され、５分間乾燥され、マイクロアレイ検出器（Ｐｅｒ
ｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．；Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）で走査された。
【０１８４】
図８は、捕捉抗体及び検出抗体としてＥＧＦＲの細胞外ドメインに対するモノクローナル
抗体を含むマイクロアレイＥＬＩＳＡを用いたＡ４３１細胞中の総ＥＧＦＲの検出を示す
。細胞数に基づいた捕捉抗体希釈曲線実験は、このマイクロアレイＥＬＩＳＡ構成が、希
釈系列における様々な捕捉抗体の濃度で約１～１００００細胞中のＥＧＦＲを検出する広
いダイナミックレンジを有することを示した。捕捉抗体濃度の希釈系列に基づく細胞滴定
曲線実験は、ＥＧＦＲが１細胞から検出され得ることを示した。捕捉抗体濃度が、０．０
６２５ｍｇ／ｍｌである時に、１細胞レベルで、バックグラウンドに対するシグナル（シ
グナル／ノイズ比）において２．１１倍の増加があった。
【０１８５】
図９は、捕捉抗体としてのＥＧＦＲの細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体と、検
出抗体としてのリン酸化ＥＧＦＲに対するモノクローナル抗体と、を含むマイクロアレイ
ＥＬＩＳＡを用いた、Ａ４３１細胞中のリン酸化ＥＧＦＲの検出を示す。細胞数に基づい
た捕捉抗体希釈曲線実験は、このマイクロアレイＥＬＩＳＡ構成が、希釈系列における様
々な捕捉抗体の濃度で約１～１００００細胞中のリン酸化ＥＧＦＲを検出する広いダイナ
ミックレンジを有することを示した。捕捉抗体濃度の希釈系列に基づく細胞滴定曲線実験
は、リン酸化ＥＧＦＲが１細胞から検出され得ることを示した。捕捉抗体濃度が、０．１
２５ｍｇ／ｍｌである時に、１細胞レベルで、バックグラウンドに対するシグナル（シグ
ナル／ノイズ比）において１．３３倍の増加があった。
【０１８６】
図１０は、捕捉抗体及び検出抗体としてＥｒＢｂ２の細胞外ドメインに対するモノクロー
ナル抗体を含むマイクロアレイＥＬＩＳＡを用いたＳＫＢｒ３細胞中の総ＥｒＢｂ２の検
出を示す。細胞数に基づいた捕捉抗体希釈曲線実験は、このマイクロアレイＥＬＩＳＡ構
成が、その希釈系列における様々な捕捉抗体の濃度で約１～１００００細胞中のＥｒＢｂ
２を検出する広いダイナミックレンジを有することを示した。捕捉抗体濃度の希釈系列に
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基づく細胞滴定曲線実験は、ＥｒＢｂ２が１細胞から検出され得ることを示した。捕捉抗
体濃度が、０．１２５ｍｇ／ｍｌである時に、１細胞レベルで、バックグラウンドに対す
るシグナル（シグナル／ノイズ比）において１５．２７倍の増加があった。
【０１８７】
図１１は、捕捉抗体としてのＥｒＢｂ２の細胞外ドメインに対するモノクローナル抗体と
、検出抗体としてのリン酸化ＥｒＢｂ２に対するモノクローナル抗体と、を含むマイクロ
アレイＥＬＩＳＡを用いた、ＳＫＢｒ３細胞中のリン酸化ＥｒＢｂ２の検出を示す。細胞
数に基づいた捕捉抗体希釈曲線実験は、このマイクロアレイＥＬＩＳＡ構成が、希釈系列
における様々な捕捉抗体の濃度で約１～１００００細胞中のＥｒＢｂ２を検出する広いダ
イナミックレンジを有することを示した。捕捉抗体濃度の希釈系列に基づく細胞滴定曲線
実験は、リン酸化ＥｒＢｂ２が１細胞から検出され得ることを示した。捕捉抗体濃度が、
０．１２５ｍｇ／ｍｌである時に、１細胞レベルで、バックグラウンドに対するシグナル
（シグナル／ノイズ比）において５．４５倍の増加があった。
【０１８８】
（実施例４．チラミドシグナル増幅を有する近接２重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡを用
いた単一細胞の検出）
この実施例は、希少循環細胞中の単一の伝達分子の活性状態を分析するために適した、優
れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスループットの近接２重検出マイクロア
レイＥＬＩＳＡを説明する：
１）捕捉抗体は、１ｍｇ／ｍｌから０．００４ｍｇ／ｍｌまでの連続希釈で１６パッドＦ
ＡＳＴスライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．）上に印刷された。
２）一晩乾燥後、スライドは、Ｗｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液で遮断（ブロック）さ
れた。
３）Ａ４３１細胞溶解物８０μｌが１０倍連続希釈で各パッドに添加された。このスライ
ドは、室温で２時間インキュベートされた。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％ＢＳＡ／１％ＦＢＳ中
で希釈された近接分析のための検出抗体８０μｌがスライドに添加された。使用された検
出抗体は：（１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に直接共役された抗－ＥＧＦＲモノク
ローナル抗体；及び（２）西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に直接共役されたリン
酸化ＥＧＦＲの細胞を認識するモノクローナル抗体、であった。インキュベートは、室温
で２時間であった。
５）代替的には、検出工程は、リン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体のビオチ
ン結合体を用いた。これらの例では、６回洗浄後、１時間のストレプトアビジン－ＨＲＰ
とのインキュベートの追加の連続工程が含まれた。
６）代替的には、検出工程は、抗ＥＧＦＲ抗体のオリゴヌクレオチドを介したグルコース
オキシダーゼ（ＧＯ）結合体を用いた。リン酸化ＥＧＦＲの細胞へのＨＲＰの直接に結合
された又はビオチン－ストレプトアビジン（ＳＡ）を介した結合体が用いられた。
６）シグナル増幅のため、５μｇ／ｍｌのビオチン－チラミド８０μｌが添加され、１５
分間反応させられた。このスライドは、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回、２０％ＤＭＳＯ／Ｔ
ＢＳ－Ｔｗｅｅｎで２回、そしてＴＢＳで１回洗浄された。
７）８０μｌのＳＡ－Ａｌｅｘａ５５５が添加され、３０分間インキュベートされた。こ
のスライドは、その後、２回洗浄され、５分間乾燥され、マイクロアレイ検出器（Ｐｅｒ
ｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．）で走査された。
【０１８９】
図１２は、近接２重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡと単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ
の比較を示す。表２は、近接２重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡと単一検出マイクロアレ
イＥＬＩＳＡの感度を示す。各Ａ４３１細胞濃度に対し、近接及び単一検出の形式でのバ
ックグラウンドに対するシグナル（シグナル／ノイズ比）が示される。表２に示すように
、近接２重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡはさらに、１細胞レベルで約３倍感度が増加し
た。
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【表２】

【０１９０】
図１３は、単一検出マイクロアレイＥＬＩＳＡと近接２重検出マイクロアレイＥＬＩＳＡ
の分析感度を示す。単一検出の形式における様々な捕捉抗体濃度でのリン酸化ＥＧＦＲの
滴定曲線を作製した実験は、単一の検出抗体の特異性の欠如のため、高いバックグラウン
ドを示した。対照的に、近接２重検出の形式における様々な捕捉抗体濃度でのリン酸化Ｅ
ＧＦＲの滴定曲線を作製した実験は、２つの検出抗体間の近接度を検出することによって
得られる増加した特異性のため、非常に低いバックグラウンドを示した。
【０１９１】
（実施例５．アドレス可能な近接２重検出マイクロアレイを用いた複数のシグナル伝達因
子の活性状態の単一細胞検出）
この実施例は、希少循環細胞における複数のシグナル伝達分子の活性状態を解析するため
に適した優れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスループットで、アドレス可
能な近接２重検出マイクロアレイを説明する：
１）捕捉抗体は、１６パッドＦＡＳＴスライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．）上に印刷され
た。印刷された捕捉抗体は、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、Ｅｒｋ、Ｓｈｃ、ＰＩ３Ｋ、及びパン
－サイトケラチン（ｐａｎ－ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ）であった。各捕捉抗体の２倍希釈
系列（０．２５ｍｇ／ｍｌ，０．１２５ｍｇ／ｍｌ、及び０．０６２５ｍｇ／ｍｌ）が使
用され、２重及び４重のスポットが各抗体希釈に対して作製された。
２）一晩乾燥後、スライドは、Ｗｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液で遮断（ブロック）さ
れた。
３）細胞溶解物８０μｌが１０倍連続希釈で各パッドに添加された。このスライドは、室
温で２時間インキュベートされた。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％ＢＳＡ／１％ＦＢＳで
希釈された近接分析のための検出抗体８０μｌがスライドに添加された。使用された検出
抗体は、（１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に直接共役された抗ＥＧＦＲモノクロー
ナル抗体；及び（２）ＨＲＰに直接共役されたリン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナ
ル抗体であった。インキュベートは、室温で２時間であった。
５）代替的には、検出工程は、リン酸化ＥＧＦＲの細胞を認識するモノクローナル抗体の
ビオチン結合体を用いた。これらの例では、６回洗浄後、１時間ストレプトアビジン－Ｈ
ＲＰとのインキュベートの追加の連続工程が含まれた。
６）代替的には、検出工程は、抗ＥＧＦＲ抗体のオリゴヌクレオチドを介したグルコース
オキシダーゼ共役体を用いた。リン酸化ＥＧＦＲの細胞へのＨＲＰの直接共役された又は
ビオチン－ストレプトアビジン（ＳＡ）を介した共役体のいずれかが使用された。
７）総ＨＥＲ２及びリン酸化タンパク質を検出するため、工程４）、５）、又は６）がＥ
ＧＦＲを認識するモノクローナル抗体の代わりにＨＥＲ２を認識するモノクローナル抗体
を用いて行われた。
８）シグナル増幅のため、５μｇ／ｍｌのビオチン－チラミド８０μｌが添加され、１５
分間反応させられた。このスライドは、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回、２０％ＤＭＳＯ／Ｔ
ＢＳ－Ｔｗｅｅｎで２回、ＴＢＳで１回洗浄された。
９）８０μｌのＳＡ－Ａｌｅｘａ５５５が添加され、３０分間インキュベートされた。こ
のスライドは、その後、２回洗浄され、５分間乾燥され、そしてマイクロアレイ検出器（
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Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．）で取り込まれた。
【０１９２】
図１４は、アドレス可能なマイクロアレイの形式の具体的な実施の形態を示す。５つの標
的が、特異的な捕捉抗体を介してアドレス可能である（例えば、ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、Ｓ
ｈｃ、Ｅｒｋ、及びＰＩ３Ｋ）。Ｓｈｃ，Ｅｒｋ、又はＰＩ３ＫのＥＧＦＲ又はＨＥＲ２
いずれかとのリン酸化複合体は、近接２重検出の形式を用いてこの分析で検出され得る。
パン－サイトケラチン（ＰａｎＣＫ）は、上皮細胞の数に対し標準化するための対照とし
て働く。
【０１９３】
図１５は、活性化されたＡ４３１細胞の滴定分析におけるリン酸化Ｓｈｃレベルの検出を
示す。アドレス可能なアレイは、ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２リン酸化に関する情報を同時に提
供した。
【０１９４】
（実施例６．近接２重検出マイクロアレイのダイナミックレンジの拡張）
この実施例は、希少循環細胞におけるシグナル伝達分子の活性状態を分析するためのダイ
ナミックレンジが、多重、ハイスループットな、近接２重検出マイクロアレイ分析におけ
る捕捉抗体の希釈系列化を行うことによって増大され得ることを説明する：
１）捕捉抗体は、１６パッドＦＡＳＴスライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．）上に印刷され
た。各捕捉抗体は、全部で９つの濃度のために連続的に２倍に希釈された（１ｍｇ／ｍｌ
で開始し；０．００４ｍｇ／ｍｌで終了する）。
２）一晩乾燥後、スライドは、Ｗｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液で遮断（ブロック）さ
れた。
３）細胞溶解物８０μｌが１０倍連続希釈で各パッドに添加された。このスライドは、室
温で２時間インキュベートされた。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％ＢＳＡ／１％ＦＢＳに
希釈された近接分析のための検出抗体８０μｌがスライドに添加され亜。使用された検出
抗体は：（１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に直接共役された抗ＥＧＦＲモノクロー
ナル抗体；及び（２）ＨＲＰに直接共役されたリン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナ
ル抗体であった。インキュベートは、室温で２時間であった。
５）代替的には、検出工程は、リン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体のビオチ
ン結合体を用いた。これらの例では、６回洗浄後、１時間ストレプトアビジン－ＨＲＰと
のインキュベートの追加の連続工程が含まれた。
６）代替的には、検出工程は、抗ＥＧＦＲ抗体のオリゴヌクレオチド抗体のオリゴヌクレ
オチドを介したグルコースオキシダーゼ結合体を用いた。リン酸化ＥＧＦＲの細胞へのＨ
ＲＰの直接結合された又はビオチン－ストレプトアビジン（ＳＡ）を介した結合体のいず
れかが使用された。
７）シグナル増幅のため、５μｇ／ｍｌのビオチン－チラミド８０μｌが添加され、１５
分間反応させられた。このスライドは、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回、２０％ＤＭＳＯ／Ｔ
ＢＳ－Ｔｗｅｅｎで２回、ＴＢＳで１回洗浄された。
８）８０μｌのＳＡ－Ａｌｅｘａ５５５が添加され、３０分間インキュベートされた。こ
のスライドは、その後、２回洗浄され、５分間乾燥され、そしてマイクロアレイ検出器（
Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．）で取り込まれた。
【０１９５】
図１６は、抗ＥＧＦＲ捕捉抗体の希釈曲線を示す。アドレス可能な分析を用いて、リン酸
化及び総ＥＧＦＲの検出は、活性化されたＡ４３１細胞にとって単一細胞レベルであった
。この分析のダイナミックレンジは、５対数よりも大きかった。各個々の曲線は、約２対
数のダイナミックレンジを有するが、そのダイナミックレンジは、６つの情報を与える曲
線からの情報が組み合わせられると、非常に高められた。
【０１９６】
（実施例７．抗体へのオリゴヌクレオチド共役）



(48) JP 2015-148624 A 2015.8.20

10

20

30

40

50

この実施例は、オリゴヌクレオチド結合抗体又は酵素を生成するための共役及び品質制御
過程を説明する。
【０１９７】
結合：
１）７２塩基のオリゴヌクレオチドリンカーが５’－ＳＨ基と６－炭素スペーサーととも
に合成された。
２）凍結乾燥されたオリゴヌクレオチドリンカーは、ｐＨ７．４、２０ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌに溶解される。１２５ｎｍｏｌのリンカーは、その後、室温で２時間、終濃度５０
ｍＭで、０．５ＭのＴＣＥＰ－ＨＣｌ（Ｐｉｅｒｃｅ；Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）と処理
された。反応混合物中のトリス、ＴＣＥＰ、及び非結合リンカーは、脱塩回転カラムを用
いて除かれた。
３）結果として生じた脱保護オリゴヌクレオチドリンカーは、１００μｌ反応容量中で、
ＳＭＣＣのようなヘテロ二官能性架橋剤を用いて標的タンパク質の第１アミンに結合させ
られた。
４）反応混合物は、室温で２時間インキュベートされた。オリゴヌクレオチド結合抗体又
は酵素は、ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００ ＨＲカラム（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ；Ｐ
ｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）．を用いたゲルフィルターろ過を用いて精製された。
【０１９８】
結合条件：
１）グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）分子が第１のオリゴヌクレオチドリンカーに結合さ
れた後、結果として生じたＧＯ－オリゴヌクレオチドの３つの画分が精製後に回収され、
１０倍希釈系列で、ニトロセルロースで覆われたスライド上に印刷された。
２）ＩｇＧは、Ａｌｅｘａ６４７及び第１のオリゴヌクレオチドリンカーに相補する配列
を有する第２のオリゴヌクレオチドリンカーに結合された。結果として生じたＡｌｅｘａ
６４７－オリゴヌクレオチドが結合した抗体は、チップ上に添加され、１倍濃度ＰＢＳ緩
衝液中、室温で１時間ハイブリダイズされ、そして数回洗浄された。
３）スライドは、乾燥され、そして核酸配列特異的なハイブリダイゼーションを確認する
ために、マイクロアレイ検出器で走査された。
４）グルコースオキシダーゼ酵素分析は、共役の過程が酵素の機能を変えていないことを
確認した。
【０１９９】
図１７は、Ａｌｅｘａ６４７－オリゴヌクレオチドが結合した抗体が画分１３～１５にお
いてＧＯ－オリゴヌクレオチドに対する最も高い結合親和性を有したことを示す。
【０２００】
（実施例８．全ての及びリン酸化ＥＧＦＲの同時検出のためのオリゴヌクレオチド結合抗
体）
この実施例は、実施例７で記載したオリゴヌクレオチド結合体を用いた希少循環細胞中の
シグナル伝達分子の活性状態を分析するための、多重で、ハイスループットなマイクロア
レイ分析を説明する。
１）捕捉抗体は、１６パッドＦＡＳＴスライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．）上に印刷され
た。
２）一晩乾燥後、スライドは、Ｗｈａｔｍａｎブロッキング緩衝液で遮断（ブロック）さ
れた。
３）細胞溶解物８０μｌが１０倍連続希釈で各パッドに添加された。空井度は、室温で２
時間インキュベートされた。
４）ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎで６回洗浄後、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ／２％ＢＳＡ／１％ＦＢＳに
希釈された近接分析のための検出抗体８０μｌがスライドに添加された。使用された検出
抗体は：（１）Ａｌｅｘａ６４７と、及びグルコースオキシダーゼ（ＧＯ）に共役された
オリゴヌクレオチドに相補する配列を含むオリゴヌクレオチドリンカーと、に直接共役さ
れた抗－ＥＧＦＲモノクローナル抗体；及び（２）西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ
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）に直接共役されたリン酸化ＥＧＦＲを認識するモノクローナル抗体、であった。Ａｌｅ
ｘａ６４７－オリゴヌクレオチド結合抗ＥＧＦＲ抗体は、図１８に示された複合体を形成
するため、ＧＯ－オリゴヌクレオチドと接触した。過剰な非結合試薬はＴＢＳ－Ｔｗｅｅ
ｎで６回洗浄することによって除去された。
５）グルコースは、その後、チラミド－Ａｌｅｘａ５５５とともに反応に添加された。
６）総ＥＧＦＲ量は、Ａｌｅｘａ６４７－オリゴヌクレオチド－結合抗ＥＧＦＲ抗体の直
接結合によって検出された。リン酸化ＥＧＦＲは、ＨＲＰ共役抗ｐ－ＥＧＦＲ抗体へのＧ
Ｏ－オリゴヌクレオチドの隣接共役によって検出され、チラミドシグナル増幅によって可
視化された。
７）スライドは、マイクロアレイ検出器（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．）で、Ａ
ｌｅｘａ６４７及びＡｌｅｘａ５５５に特異的なレーザーで走査された。
【０２０１】
図１９は、総ＥＧＦＲ及びリン酸化ＥＧＦＲの同時検出を示す。総ＥＧＦＲ及びリン酸（
ｔ－ＥＧＦＲ）は、少なくとも１０細胞から直接結合分析によって検出され、そしてリン
酸化ＥＧＦＲ（ｐ－ＥＧＦＲ）は、１細胞から検出された。１０ｅ５のｐ－ＥＧＦＲ分子
が近接シグナル増幅方法で検出された。ｐ－ＥＧＦＲの検出限界は、近接分析形式を用い
ることによって１００倍以上増加した。
【０２０２】
（実施例９．乳癌患者における循環腫瘍細胞（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＴｕｍｏｒ Ｃｅ
ｌｌ）（ＣＴＣ）シグナル伝達の検出）
マイクロアレイの作製及び処理工程は、Ｃｈａｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，１０：１３９０
－１３９６（２００４）に記載の方法から適応される。シグナル伝達因子ＥＧＦＲ、Ｅｒ
ｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＩＧＦ－１Ｒ、Ａｋｔ、Ｅｒｋ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、Ｂａ
ｄ、Ｒｓｋ、Ｍｅｋ、ｃＳｒｃ、サイトケラチン、チューブリン、β－アクチン（β－ａ
ｃｔｉｎ）に対する抗体（１ｍｇ／ｍｌ）、及び抗－マウス抗体（陽性対照）（４／４ア
レイ）は、ＦＡＳＴ（登録商標）スライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．；Ｆｌｏｒｈａｍ 
Ｐａｒｋ，ＮＪ）に抗体をスポットするための固相スポッティングピンで適合された密接
印刷ロボットマイクロアレイ作製機（Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｈｅ
ｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）を用いて３８４穴ポリプロピレンプレート（５０μｌ／穴）に移さ
れる。８分割されたパッドで覆われたスライドが使用される。印刷後、スライドは、３％
カゼイン溶液で遮断（ブロック）される。スライドは、使用前に乾燥条件下で少なくとも
一晩保存される。
【０２０３】
患者選択基準、試料準備方法、及び調査設計は、疑わしい乳癌の女性における循環腫瘍細
胞を評価する開示された調査（例えば、Ｗｕｌｆｉｎｇら、Ｃｌｉｎ．ＣａｎｃｅｒＲｅ
ｓ．，１２：１７１５－１７２０（２００６）；及びＲｅｉｎｈｏｌｚら、Ｃｌｉｎ．Ｃ
ａｎｃｅｒ Ｒｅｓ．，１１：３７２２－３７３２（２００５）を参照）から適応される
。画像化で検出された胸部異常を有し、胸部生検を受ける予定の女性は、この調査を提案
される。原発性の乳癌と診断された、少なくとも４２の患者が含まれる。少なくとも３５
の患者は、最初の診断の時に顕性転移の兆候を有していない。少なくとも７の患者は、診
断時に遠部の転移を有し、陽性参照集団と見なされる。全ての患者は、以前に癌の病歴を
有していない。年齢及び治療情報（例えば、外科治療、化学療法、放射線治療、内分泌療
法、等）は、各患者について収集される。約２０ｍｌの血液が各患者から回収され、全て
の血液試料は、一意的な識別番号を割り当てられる。全ての分析は、生検の結果を知らな
い臨床検査医によって行われた。
【０２０４】
末梢血液（１８ｍｌ）が、ＡｃｃｕｓｐｉｎＨｉｓｔｏｐａｑｕｅ－１０７７システム（
Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ；Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）に添加され、Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃ
Ｓ－６Ｒ卓上遠心機（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ；ＰａｌｏＡｌｔｏ，Ｃ
Ａ）を用いて１５００ｒｐｍで１０分間、遠心分離される。単核細胞層が除去され、ＰＢ
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Ｓで２回洗浄され、ＰＢＳ／０．１％ウシ血清アルブミンで１ｍｌに希釈される。上皮細
胞は、製造元の指示に従い、ダイナビーズ上皮濃縮（ＤｙｎａｂｅａｄｓＥｐｉｔｈｅｌ
ｉａｌ Ｅｎｒｉｃｈ）キット（Ｄｙｎａｌ ＡＳ；Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）を用いて磁
気ビーズに付着されたＢｅｒ－ＥＰ４に対する抗体を用いた免疫磁気捕獲によって濃縮さ
れる。細胞は、１時間、揺り動かされている間、２０ｍｌの容量で１～１０７ビーズと混
合される。Ｂｅｒ－ＥＰ４抗体は、扁平上皮細胞の表層、幹細胞、及び壁細胞を除く、上
皮細胞の表面及び細胞質の２つの糖タンパク質を認識する。懸濁液は、少なくとも６分間
磁石上に置かれ、その上清は、注意深く除去される。磁気ビーズに付着した細胞は、１ｍ
ｌのＰＢＳ／０．１％ウシ血清アルブミンで３回洗浄される。増殖因子ＴＧＦ－α（１０
０ｎＭ）、ヘレグリン（１００ｎＭ）、及びＩＧＦ（１００ｎＭ）は、細胞に添加され、
３７℃で５分間インキュベートされる。細胞は、遠心分離され、キットで供給された溶解
結合緩衝液で溶解される。溶解された細胞懸濁（付着したビーズを含む）は、処理される
まで８０℃で保存される。
【０２０５】
分析方法１：溶解物（４０μｌ）は、アレイに添加され、一晩インキュベートされ、そし
て、洗浄緩衝液で３回洗浄される。シグナル伝達因子各々に対する、ＨＲＰ標識（例えば
、Ｋｕｈｌｍａｎｎ，ＩｍｍｕｎｏＥｎｚｙｍｅ Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｖｅｒｌａｇ 
Ｃｈｅｍｉｅ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ，ｐｐ１－１６２（１９８４）に記載されたように共役
された）抗－リン酸抗体及びグルコースオキシダーゼで標識された（上記のＫｕｈｌｍａ
ｎｎの文献に記載されたように結合された）抗－総抗体（即ち活性状況非依存的）がアレ
イに添加され、２時間インキュベートされ、そして洗浄緩衝液で３回洗浄される。チラミ
ド試薬（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ）及びグルコースが添加され、そして反応は、
１時間行われ、そして３回洗浄される。アレイは、３０分間、ストレプトアビジン－ＨＲ
Ｐとインキュベートされ、洗浄され、増感ルミノール（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ
）を用いて顕わにさせられる。シグナルは、ＣＣＤカメラを用いて検出される。
【０２０６】
分析方法２：２，４－ジニトロフェノール（ＤＮＰ）に対する抗体（ｌｍｇ／ｍｌ）は、
ＦＡＳＴ（登録商標）スライド（ＷｈａｔｍａｎＩｎｃ．；Ｆｌｏｒｈａｍ Ｐａｒｋ，
ＮＪ）に抗体をスポットするための固相スポッティングピンで適合された密接印刷ロボッ
トマイクロアレイ作製機（Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｈｅｒｃｕｌｅ
ｓ，ＣＡ）を用いて３８４穴ポリプロピレンプレート（５μｌ／穴）に移される。８分割
されたパッドで覆われたスライドが使用される。印刷後、スライドは、３％カゼイン溶液
で遮断（ブロック）される。スライドは、使用前に乾燥条件下で少なくとも一晩保存され
る。
【０２０７】
溶解物（４０μｌ）は、上記のシグナル伝達因子各々に対する総ＤＮＰ標識抗体及びオリ
ゴ（Ｏｌｉｇｏ）及びＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（商標登録）６４７で標識された抗－リン酸
抗体と混合され、オリゴ及びＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ（商標登録）６４７で標識された抗－
総抗体は、抗－ＤＮＰ抗体に添加され、一晩インキュベートされ、洗浄緩衝液で３回洗浄
される。２，４－ジニトロリジン（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ）は、抗－ＤＮＰ抗
体から免疫複合体を放出するために添加される。放出された免疫複合体は、ジップコード
アレイ（例えば、Ｋｅｒａｍａｓら、Ｌａｂ Ｃｈｉｐ，４：１５２－１５８（２００４
）；及びＤｅｌｒｉｏ－Ｌａｆｒｅｎｉｅｒｅら、Ｄｉａｇｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉ
ｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，４８：２３－３１（２００４）を参照）に添加され、一晩インキ
ュベートされる。アレイは、３回洗浄され、処理されたスライドは、ＧｅｎｅＰｉｘ４０
００Ａマイクロアレイスキャナー（ＡｘｏｎＳｃａｎｎｅｒ）を用いて１０ミクロンの解
像度で走査される。
【０２０８】
（実施例１０．乳癌患者における循環内皮細胞（ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＥｎｄｏｔｈｅ
ｌｉａｌ Ｃｅｌｌ）（ＣＥＣ）及び循環内皮前駆細胞（Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ Ｅｎｄ
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ｏｔｈｅｌｉａｌ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ Ｃｅｌｌ）（ＣＥＰ）の検出）
ＣＥＣ及びＣＥＰ細胞が、磁気ダイナビーズに付着したモノクローナル抗体Ｐ１Ｈ１２又
はＣＤ１４６を用いた免疫磁気捕獲によって濃縮されることを除いて、実施例９で記載さ
れた同一の患者試料、使用準備、及び分析方法が使用される。マイクロアレイは、配置さ
れた抗体が以下の分析物に特異的であることを除いて、実施例９に記載の方法を用いて作
製され、処理される：ＶＥＧＦＲ１，ＶＥＧＦＲ２，ＶＥＧＦＲ３，ＴＩＥ１，ＴＩＥ２
，ＰＤＧＦＲ－α，ＰＤＧＦＲ－β，ＦＧＦＲ１，ＦＧＦＲ２，Ａｋｔ，Ｅｒｋ，ｐ７０
Ｓ６Ｋ，Ｒｓｋ，ｃＳｒｃ、及びβ－アクチン。実施例９に記載の分析方法は、ＣＥＣ及
びＣＥＰシグナル伝達を検出するために用いられる。
【０２０９】
本明細書中で引用された全ての刊行物及び特許出願は、個々の刊行物又は特許出願それぞ
れが、特異的に及び個々に参照によって取り込まれると示されるように、本明細書中で参
照として取り込まれる。上述の発明は、理解の明確化の目的のため、図示及び例によって
、多少詳しく述べられているが、この発明の示唆を踏まえて、添付の請求の範囲の精神又
は範囲から離れることなく任意の変化及び改変がそれになされてもよいことは、当業者に
は容易に明らかである。
【０２１０】
さらなる実施形態は以下の通りである。
１．優れたダイナミックレンジを有する、多重で、ハイスループットな免疫分析を行うた
めの方法であって、
前記方法は、
（ａ）複数の捕捉された分析物を形成するために、細胞抽出物を、前記細胞抽出物中の一
つ又はそれ以上の分析物に特異的な、複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする工
程であって、
前記捕捉抗体が、固相担体に拘束されている、ことを特徴とする工程；
（ｂ）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成するために、前記複数の捕捉された分析
物を、前記対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベートする工程であって、
前記検出抗体は、
（１）促進部分で標識された複数の活性状態非依存抗体、及び
（２）シグナル増幅対の第一の構成因子で標識された複数の活性状態依存抗体、
を含み、
前記促進部分は、前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子に方向付けられ且つ前記第一
の構成因子と反応する酸化剤を生成する、ことを特徴とする工程；
（ｃ）増幅されたシグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された分析物を
前記シグナル増幅対の第二の構成因子とインキュベートする工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の前記第一及び第二の構成因子から生じた前記増幅されたシグ
ナルを検出する工程、
を備える、ことを特徴とする免疫分析方法。
２．前記細胞抽出物が、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む、ことを特徴とする実施形態
１に記載の免疫分析方法。
３．前記細胞が免疫磁気分離法によって患者試料から単離される、ことを特徴とする実施
形態２に記載の免疫分析方法。
４．前記患者試料が、全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、乳頭吸引液、リン
パ液、唾液、細針吸引物、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを
特徴とする実施形態３に記載の免疫分析方法。
５．前記単離された細胞が、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細胞
、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする実施形態３に
記載の免疫分析方法。
６．前記単離された細胞が、インビトロにおいて増殖因子で刺激される、ことを特徴とす
る実施形態３に記載の免疫分析方法。
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７．前記単離された細胞が、増殖因子の刺激の前に抗癌剤とインキュベートされる、こと
を特徴とする実施形態６に記載の免疫分析方法。
８．前記抗癌剤が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、免疫抑制剤、及びそ
れらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする実施形態７に記載の免
疫分析方法。
９．前記単離された細胞が、前記細胞抽出物を作製するために、増殖因子の刺激の後に、
溶解される、ことを特徴とする実施形態６に記載の免疫分析方法。
１０．前記一つ又はそれ以上の分析物が、複数のシグナル伝達分子を含む、ことを特徴と
する実施形態１に記載の免疫分析方法。
１１．前記固相担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙
、膜、繊維束、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする
実施形態１に記載の免疫分析方法。
１２．前記活性状態非依存抗体がさらに、検出可能な部分を備える、ことを特徴とする実
施形態１に記載の免疫分析方法。
１３．前記検出可能な部分が、フルオロフォアである、ことを特徴とする実施形態１２に
記載の免疫分析方法。
１４．前記検出可能な部分の量が、一つ又はそれ以上の前記分析物の量と相関関係にある
、ことを特徴とする実施形態１２に記載の免疫分析方法。
１５．前記活性状態非依存抗体が、チャネリング部分で直接標識される、ことを特徴とす
る実施形態１に記載の免疫分析方法。
１６．前記活性状態非依存抗体が、前記活性状態非依存抗体に共役されたオリゴヌクレオ
チドと前記チャネリング部分に共役された相補オリゴヌクレオチドとの間のハイブリダイ
ゼーションを介して前記チャネリング部分で標識される、ことを特徴とする実施形態１に
記載の免疫分析方法。
１７．前記活性状態依存抗体が、前記シグナル増幅対の第一の構成因子で直接標識される
、ことを特徴とする実施形態１に記載の免疫分析方法。
１８．前記活性状態依存抗体が、前記活性状態依存抗体に共役された結合対の第一の構成
因子と前記シグナル増幅対の第一の構成因子に共役された前記結合対の第二の構成因子と
の間の結合を介して前記シグナル増幅対の第一の構成因子で標識される、ことを特徴とす
る実施形態１に記載の免疫分析方法。
１９．前記結合対の前記第一の構成因子がビオチンである、ことを特徴とする実施形態１
８に記載の免疫分析方法。
２０．前記結合対の前記第二の構成因子がストレプトアビジンである、ことを特徴とする
実施形態１８に記載の免疫分析方法。
２１．前記チャネリング部分がグルコースオキシダーゼである、ことを特徴とする実施形
態１に記載の免疫分析方法。
２２．前記酸化剤が過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）である、ことを特徴とする実施形態２１に記
載の免疫分析方法。
２３．前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子がペルオキシダーゼである、ことを特徴
とする実施形態２２に記載の免疫分析方法。
２４．前記ペルオキシダーゼが西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、ことを特
徴とする実施形態２３に記載の免疫分析方法。
２５．前記シグナル増幅対の前記第二の構成因子がチラミド試薬である、ことを特徴とす
る実施形態２３に記載の免疫分析方法。
２６．前記チラミド試薬がビオチン－チラミドである、ことを特徴とする実施形態２５に
記載の免疫分析方法。
２７．前記増幅されたシグナルが、活性型チラミドを生産するための前記ビオチン－チラ
ミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される、ことを特徴とする実施形態２６に記載
の免疫分析方法。
２８．前記活性型チラミドが直接検出される、ことを特徴とする実施形態２７に記載の免



(53) JP 2015-148624 A 2015.8.20

10

20

30

40

50

疫分析方法。
２９．前記活性型チラミドが、シグナル検出試薬の添加で検出される、ことを特徴とする
実施形態２７に記載の免疫分析方法。
３０．前記シグナル検出試薬が、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、ことを
特徴とする実施形態２９に記載の免疫分析方法。
３１．前記シグナル検出試薬が、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬
の組み合わせである、ことを特徴とする実施形態２９に記載の免疫分析方法。
３２．前記発色試薬が、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である
、ことを特徴とする実施形態３１に記載の免疫分析方法。
３３．細胞抽出物中の一つ又はそれ以上の分析物に特異的な、複数の希釈系列の捕捉抗体
を含む、優れたダイナミックレンジを有するアレイであって、前記捕捉抗体が固相担体に
拘束される、ことを特徴とするアレイ。
３４．前記細胞抽出物が、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む、ことを特徴とする実施形
態３３に記載のアレイ。
３５．前記細胞が、免疫磁気分離法によって患者試料から単離される、ことを特徴とする
実施形態３４に記載のアレイ。
３６．前記患者試料が、全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、乳頭吸引液、リ
ンパ液、唾液、細針吸引物、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、こと
を特徴とする実施形態３５に記載のアレイ。
３７．前記単離された細胞が、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細
胞、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする実施形態３
５に記載のアレイ。
３８．前記単離された細胞が、インビトロにおいて増殖因子で刺激される、ことを特徴と
する実施形態３５に記載のアレイ。
３９．前記単離された細胞が、増殖因子の刺激の前に、抗癌剤とインキュベートされる、
ことを特徴とする実施形態３８に記載のアレイ。
４０．前記抗癌剤が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、免疫抑制剤、及び
それらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする実施形態３９に記載
のアレイ。
４１．前記単離された細胞が、前記細胞抽出物を作製するために、増殖因子の刺激の後に
、溶解される、ことを特徴とする実施形態３８に記載のアレイ。
４２．前記一つ又はそれ以上の分析物が、複数のシグナル伝達分子を含む、ことを特徴と
する実施形態３３に記載のアレイ。
４３．前記固相担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙
、膜、繊維束、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする
実施形態３３に記載のアレイ。
４４．各希釈系列が少なくとも３つの下降する捕捉抗体濃度を含む、ことを特徴とする実
施形態３３に記載のアレイ。
４５．各希釈系列が少なくとも６つの下降する捕捉抗体濃度を含む、ことを特徴とする実
施形態３３に記載のアレイ。
４６．各希釈系列における前記捕捉抗体が少なくとも２倍で連続的に希釈される、ことを
特徴とする実施形態３３に記載のアレイ。
４７．前記一つ又はそれ以上の分析物が、約１細胞中で検出される、ことを特徴とする実
施形態３３に記載のアレイ。
４８．優れたダイナミックレンジを有し、多重で、ハイスループットな免疫分析を行うた
めの方法であって、
前記方法は、
（ａ）複数の捕捉された分析物を形成するために、細胞抽出物を、前記細胞抽出物中の一
つ又はそれ以上の分析物に特異的な、複数の希釈系列の捕捉抗体とインキュベートする工
程であって、前記捕捉抗体が固相担体に拘束されている、ことを特徴とする工程；
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（ｂ）複数の検出可能な捕捉された分析物を形成するために、前記複数の捕捉された分析
物を、前記対応する分析物に特異的な検出抗体とインキュベートする工程；
（ｃ）増幅されたシグナルを生成するために、前記複数の検出可能な捕捉された分析物を
、シグナル増幅対の第一及び第二の構成因子とインキュベートする工程；及び
（ｄ）前記シグナル増幅対の前記第一及び第二の構成因子から生じた増幅されたシグナル
を検出する工程、
を備える、ことを特徴とする免疫分析方法。
４９．前記細胞抽出物が、固形腫瘍の循環細胞の抽出物を含む、ことを特徴とする実施形
態４８に記載の免疫分析方法。
５０．前記細胞が、免疫磁気分離法によって患者試料から単離される、ことを特徴とする
実施形態４９に記載の免疫分析方法。
５１．前記患者試料が、全血、血清、血漿、尿、痰、気管支洗浄液、涙、乳頭吸引液、リ
ンパ液、唾液、細針吸引物、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、こと
を特徴とする実施形態５０に記載の免疫分析方法。
５２．前記単離された細胞が、循環腫瘍細胞、循環内皮細胞、循環内皮前駆細胞、癌幹細
胞、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする実施形態５
０に記載の免疫分析方法。
５３．前記単離された細胞が、インビトロにおいて増殖因子で刺激される、ことを特徴と
する実施形態５０に記載の免疫分析方法。
５４．前記単離された細胞が、増殖因子の刺激の前に抗癌剤とインキュベートされる、こ
とを特徴とする実施形態５３に記載の免疫分析方法。
５５．前記抗癌剤が、モノクローナル抗体、チロシンキナーゼ阻害剤、免疫抑制剤、及び
それらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする実施形態５４に記載
の免疫分析方法。
５６．前記単離された細胞が、前記細胞抽出物を生成するために、増殖因子の刺激の後に
、溶解される、ことを特徴とする実施形態５３に記載の免疫分析方法。
５７．前記一つ又はそれ以上の分析物が、複数のシグナル伝達分子を含む、ことを特徴と
する実施形態４８に記載の免疫分析方法。
５８．前記固相担体が、ガラス、プラスチック、チップ、ピン、フィルター、ビーズ、紙
、膜、繊維束、及びそれらの組み合わせからなる集団から選択される、ことを特徴とする
実施形態４８に記載の免疫分析方法。
５９．前記検出抗体が、結合対の第一の構成因子を含む、ことを特徴とする実施形態４８
に記載の免疫分析方法。
６０．前記結合対の前記第一の構成因子がビオチンである、ことを特徴とする実施形態５
９に記載の免疫分析方法。
６１．前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子が、前記結合対の第二の構成因子を含む
、ことを特徴とする実施形態４８に記載の免疫分析方法。
６２．前記結合対の前記第二の構成因子が、ストレプトアビジンである、ことを特徴とす
る実施形態６１に記載の免疫分析方法。
６３．前記シグナル増幅対の前記第一の構成因子がペルオキシダーゼであることを特徴と
する実施形態６１に記載の免疫分析方法。
６４．前記ペルオキシダーゼが西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）である、ことを特
徴とする実施形態６３に記載の免疫分析方法。
６５．前記シグナル増幅対の前記第二の構成因子がチラミド試薬である、ことを特徴とす
る実施形態６３に記載の免疫分析方法。
６６．前記チラミド試薬がビオチン－チラミドである、ことを特徴とする実施形態６５に
記載の免疫分析方法。
６７．前記増幅されたシグナルが、活性型チラミドを作製するための前記ビオチン－チラ
ミドのペルオキシダーゼ酸化によって生成される、ことを特徴とする実施形態６６に記載
の免疫分析方法。
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６８．前記活性型チラミドが直接検出される、ことを特徴とする実施形態６７に記載の免
疫分析方法。
６９．前記活性型チラミドが、シグナル検出試薬の添加で検出される、ことを特徴とする
実施形態６７に記載の免疫分析方法。
７０．前記シグナル検出試薬が、ストレプトアビジン標識フルオロフォアである、ことを
特徴とする実施形態６９に記載の免疫分析方法。
７１．前記シグナル検出試薬が、ストレプトアビジン標識ペルオキシダーゼ及び発色試薬
の組み合わせである、ことを特徴とする実施形態６９に記載の免疫分析方法。
７２．前記発色試薬が、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）である
、ことを特徴とする実施形態７１に記載の免疫分析方法。
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